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RESUMO 

 

A bactéria Streptococcus mutans é amplamente associada à cárie dentária e é classificada em 

quatro sorotipos clínicos (c, e, f e k). Os sorotipos raros (e, f e k), múltiplos sorotipos e seus 

genes de proteínas de ligação ao colágeno (cnm e cbm) têm sido associados a doenças 

cardiovasculares. No entanto a prevalência de S. mutans, os sorotipos e os genes de proteínas 

de ligação ao colágeno, bem como sua relação com a cárie dentária e o infarto agudo do 

miocárdio (IAM), não eram conhecidos no Brasil. O presente estudo investigou a prevalência 

de S. mutans, sorotipos, genes cnm e cbm em placa dental e sua relação com a cárie dentária e 

o IAM de 31 pacientes adultos infartados antes dos 50 anos de idade, tendo 17 voluntários sem 

histórico de doença cardíaca como controle. A avaliação da presença e severidade de lesões de 

cárie foi realizada usando o Sistema Internacional de Detecção e Avaliação de Cárie (ICDAS). 

Os perfis lipídicos e glicêmicos foram determinados em soro por métodos enzimáticos 

colorimétricos. Um total de 5-15 isolados com morfologia de S. mutans foram obtidos de cada 

amostra de placa dental em meio de cultura ágar Mitis Salivarius Bacitracina (MSB). O DNA 

das amostras de placa dental e dos isolados bacterianos foi extraído e analisado para 

identificação de S. mutans pela técnica da PCR. As amostras positivas foram analisadas para 

determinação dos sorotipos e identificação dos genes cnm e cbm. Verificou-se que S. mutans 

foi identificado em 22,6% (7/31) e 11,8% (2/17) das amostras analisadas dos infartados e 

controles, respectivamente. A sorotipagem das amostras de placa dental e dos isolados 

bacterianos dos pacientes infartados portadores de S. mutans mostrou que o sorotipo c foi o 

mais prevalente (57,1%; 4/7), seguido pelo e (42,9%; 3/7) e k (14,3%; 1/7). Somente o sorotipo 

c foi identificado nas amostras do grupo controle (100%; 2/2). Sorotipos raros (e ou k) e 

múltiplos sorotipos (c e k) foram identificados somente nos pacientes infartados. Os genes cnm 

e cbm não foram encontrados nas amostras analisadas. A presença de S. mutans, independente 

do sorotipo, não foi associada à cárie dentária nos infartados (p = 0,853) e controles (p = 0,787). 

Análise de regressão mostrou que os indivíduos com níveis de colesterol abaixo de 190 mg/dL 

e sem S. mutans apresentaram uma probabilidade 47,4% menor de infarto (OR = 0,474; IC95% 

= 0,956 – 0,992). Este é o primeiro estudo a relatar a prevalência dos sorotipos de S. mutans em 

pacientes cardiopatas no Brasil. A identificação de sorotipos raros nos pacientes infartados, 

assim como a presença de múltiplos sorotipos na placa dental de um desses pacientes, alerta 

para necessidade de estudos mais amplos em população em risco para doenças cardiovasculares. 

Os níveis normais de colesterol em não portadores de S. mutans podem estar associados a uma 

menor probabilidade de infarto. 



 

Palavras-chave: Biofilmes. Streptococcus mutans. Cárie Dentária. Doenças Cardiovasculares. 

Cardiopatias. Infarto Agudo do Miocárdio.  

 

  



 

ABSTRACT 

 

The bacterium Streptococcus mutans is widely associated to dental caries and it is classified 

into four clinical serotypes (c, e, f and k). Rare serotypes (e, f and k), multiple serotypes and its 

collagen-binding protein genes (cnm and cbm) have been associated to cardiovascular diseases. 

However the prevalence of S. mutans, the serotypes and the collagen-binding protein genes, as 

well as its relation with dental caries and acute myocardial infarction (AMI), are not known in 

Brazil. The present study investigated the prevalence of S. mutans, serotypes, cnm and cbm 

genes in dental plaque and its relation with dental caries and AMI from 31 infarcted adult 

patients at age before 50 years old, with 17 volunteers without history of heart disease as a 

control. The assessment of the presence and carious lesion severity was performed using the 

International Caries Detection and Assessment System (ICDAS). Lipid and glycemic profiles 

were accessed in serum by colorimetric enzymatic methods. A total of 5-15 isolates with S. 

mutans morphology were obtained from each dental plaque samples in Mitis Salivarius 

Bacitracin (MSB) agar culture medium. The DNA from dental plaque samples and bacterial 

isolates was extracted and analyzed for identification of S. mutans by the PCR technique. 

Positive samples were analyzed to determine serotypes and identify cnm and cbm genes. It was 

found that S. mutans was identified in 22.6% (7/31) and 11.8% (2/17) of the analysed samples 

from infarcted and controls, respectively. Serotyping of dental plaque samples and bacterial 

isolates from infarcted patients with S. mutans showed that serotype c was the most prevalent 

(57.1%; 4/7), followed by e (42.9%; 3/7) and k (14.3%; 1/7). Only the serotype c was identified 

in samples from the control group (100%; 2/2). Rare serotypes (e or k) and multiple serotypes 

(c and k) were identified only in infarcted patients. The cnm and cbm genes were not found in 

the analyzed samples. The presence of S. mutans, regardless of serotype, was not associated to 

dental caries in infarcted (p = 0.853) and controls (p = 0.787). Regression analysis showed that 

individuals with cholesterol levels below 190 mg/dL and without S. mutans presented a 47.4% 

lower probability of infarction (OR = 0.474; 95% CI = 0.956 - 0.992). This is the first study to 

report the prevalence of S. mutans serotypes in cardiac patients in Brazil. The identification of 

rare serotypes in infarcted patients, as well as the presence of multiple serotypes in the dental 

plaque of one of these patients, alert to the need for more extensive studies in population at risk 

for cardiovascular diseases. Normal cholesterol levels in non-carriers of S. mutans may be 

associated with a lower probability of infarction. 



 

Keywords: Biofilms. Streptococcus mutans. Dental Caries. Cardiovascular Diseases. Heart 

Diseases. Acute Myocardial Infarction.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A cavidade oral abriga mais de 700 espécies de bactérias que colonizam as 

superfícies dos dentes e os tecidos moles da mucosa oral (KILIAN et al., 2016). Neste contexto, 

Streptococcus mutans, uma bactéria Gram-positiva, anaeróbica facultativa e fermentadora de 

açucares, é um microrganismo amplamente associado à cárie dentária (LOESCHE, 1986; 

PITTS et al., 2017) e, ocasionalmente, implicado na patogênese da aterosclerose (NAKANO et 

al., 2007; FERNANDES et al., 2014), endocardite infecciosa (NOMURA et al., 2012b; 

OTSUGU et al., 2017) e acidente vascular cerebral (NAKANO et al., 2011; INENAGA et al., 

2018). 

As cepas de S. mutans são classificadas em quatro sorotipos clínicos: c, e, f e k 

(NAKANO; OOSHIMA, 2009). A classificação sorológica de S. mutans baseia-se na estrutura 

química do polissacarídeo de ramnose-glicose da parede celular bacteriana, com 

aproximadamente 75-80% das cepas encontradas na cavidade oral classificadas como sorotipo 

c, seguido pelos e (20%), f (5%) e k (2-5%) (LAPIRATTANAKUL et al., 2009). 

Os genes cnm e cbm representam dois dos genes não essenciais identificados em S. 

mutans e que codificam as proteínas de superfície celular de ligação ao colágeno Cnm e Cbm, 

respectivamente (SATO et al., 2004; NOMURA et al., 2012a). As frequências de distribuição 

de cepas de S. mutans positivas para cnm e cbm foram de aproximadamente 10% e 2% nos 

isolados orais de indivíduos saudáveis (NOMURA et al., 2009; NOMURA et al., 2012a). Além 

disso os genes cnm e cbm foram identificados em maior frequência nos sorotipos menos 

prevalentes (e, f e k) (NAKANO; OOSHIMA, 2009; NOMURA et al., 2012a). 

A partir da metabolização dos açúcares da dieta, especialmente a sacarose, S. 

mutans é capaz de sintetizar polissacarídeos extracelulares e intracelulares, principalmente 

glucanos insolúveis e solúveis (MARSH, 2006; BOWEN; KOO, 2011). Os glucanos insolúveis, 

sintetizados pela ação das glucosiltransferases (Gtfs), são vitais para adesão de microrganismos 

ao esmalte dentário e estabelecimento de um biofilme cariogênico que restringe a saída de 

ácidos orgânicos e a entrada de saliva para o tamponamento do pH do fluido do biofilme na 

interface dente-biofilme, criando microambientes ácidos que são essenciais para a patogênese 

da cárie dentária (BOWEN; KOO, 2011; KLEIN et al., 2015). O aprisionamento dos ácidos 

orgânicos no biofilme cariogênico promove a dissolução dos minerais dentários, principalmente 

o cálcio e o fosfato do cristal de hidroxiapatita do esmalte dentário, podendo resultar em sua 

desmineralização e formação de lesões de cárie (MARSH, 2006; PITTS et al., 2017). Além 

disso a acidificação da matriz do biofilme potencializa a seleção de uma microbiota acidogênica 
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e acidúrica mais cariogênica (MARSH, 2006; PITTS et al., 2017) causando uma disbiose oral 

e levando ao aparecimento de lesões de cárie. 

Os substratos ricos em colágeno, como a dentina, podem ser acessados em razão de 

lesões de cárie avançadas. A exposição desses tecidos, por conseguinte, representa um alvo em 

potencial para colonização e persistência de cepas que expressam proteínas de ligação ao 

colágeno (HO et al., 2007; MILLER et al., 2015; LIMA et al., 2020). Neste sentido, estudos 

clínicos sugeriram uma associação entre a presença de cepas de S. mutans positivas para os 

genes cnm e/ou cbm e o aumento do risco e severidade de cárie (NOMURA et al., 2009; 

MISAKI et al., 2016; ESBERG et al., 2017; LAMBA et al., 2020). Além disso procedimentos 

odontológicos, como extrações, cirurgias e os cuidados diários de higiene bucal, como a 

escovação e o uso de fio dental, podem representar possíveis portas para entrada e disseminação 

de S. mutans na corrente sanguínea levando à ocorrência de bacteremia transitória que 

representa a primeira etapa na patogênese de doenças sistêmicas causadas por bactérias orais 

(SEYMOUR et al., 2000). Cepas pertencentes aos sorotipos menos prevalentes (e, f e k) e 

portadoras dos genes cnm e/ou cbm, de fato, foram encontradas em amostras de placas de 

ateroma e valvas cardíacas de pacientes japoneses (NAKANO et al., 2007; NOMURA et al., 

2012b). O DNA de S. mutans, adicionalmente, foi identificado em 100% das amostras orais 

(saliva, placa supragengival e subgengival) e placas ateroscleróticas coletadas de pacientes 

adultos com doença cardiovascular no Ceará, Brasil (FERNANDES et al., 2014).  

Portanto as pesquisas clínicas e laboratoriais com sorotipos de S. mutans (c, e, f e k) 

positivos para os genes cnm e/ou cbm, além de sugerirem um potencial envolvimento dessas 

cepas no aumento do risco e severidade de cárie, também apontaram para sua associação à 

etiopatogênese da doença arterial coronariana aterosclerótica (NAKANO et al., 2007; 

FERNANDES et al., 2014), endocartite infecciosa (NOMURA et al., 2012b; NOMURA et al., 

2014; OTSUGU et al., 2017) e acidente vascular cerebral (NAKANO et al., 2011; INENAGA 

et al., 2018). No Brasil, a taxa de mortalidade por doenças cardiovasculares, incluindo o infarto 

agudo do miocárdio (IAM), encontra-se entre as maiores do mundo (183,3 por 100 mil 

habitantes) (SANTOS et al, 2018). A identificação e caracterização desses sorotipos 

representam, portanto, uma oportunidade de ampliar a compreensão dos mecanismos 

envolvidos nos processos de adesão, invasão e progressão de doenças, além de revelar possíveis 

alvos que podem ser explorados no desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas para o 

tratamento de infecções causadas por S. mutans (AVILÉS-REYES et al., 2016; MICHAEL et 

al., 2018). 

Diversos países têm conduzido pesquisas para determinar a prevalência dos 
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sorotipos de S. mutans e seus genes de proteínas de ligação ao colágeno (cnm e cbm) (NAKANO 

et al., 2007; NOMURA et al., 2012a; SWEDAN; OBEIDAT; SHAKHATREH, 2018; 

MOMENI et al., 2019; ROSERO et al., 2020; LIMA et al., 2020). Os dados de prevalência 

desses sorotipos e seus fatores de virulência, no entanto, ainda são raros no Brasil, justificando 

a importância de elucidar a prevalência dos sorotipos de S. mutans e seus genes cnm e cbm em 

uma população adulta acometida por IAM antes dos 50 anos de idade e em voluntários sem 

histórico de doença cardíaca para identificar sujeitos portadores de cepas que podem aumentar 

o risco de doenças orais e sistêmicas.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A cárie dentária 

 

A cárie dentária é uma doença que depende do acúmulo de um biofilme complexo 

na superfície do dente e da sua frequente exposição aos carboidratos fermentáveis da dieta, 

principalmente a sacarose, aliada a uma higiene bucal deficiente (FEJERSKOV, 2004; PITTS 

et al., 2017). O biofilme dentário, ou placa dental, é uma associação de microrganismos 

aderidos às superfícies dentárias e protegidos por uma matriz de substâncias poliméricas 

extracelulares (FLEMMING et al., 2016; BOWEN et al., 2018). Embora a prevalência global 

padronizada por idade e a incidência de cárie não tratada em dentes permanentes tenham 

permanecidas estáveis ao longo dos últimos anos (1990 - 2015), dados do estudo de Carga 

Global de Doenças (GBD, 2015) mostraram que a cárie foi a condição mais prevalente (34,1%) 

em todo o mundo afetando 2,5 bilhões de pessoas (KASSEBAUM et al., 2017). 

 

2.1.1 Os grupos de estreptococos viridans e o papel de S. mutans na cárie dentária 

 

Os estreptococos constituem um gênero de bactérias Gram-positivas, anaeróbias 

facultativas e são caracterizados pela morfologia que varia de dois a muitos cocos em cadeia ao 

exame microscópico (ZHOU; LI, 2015). Na bacteriologia clínica, os estreptococos são 

divididos em três categorias com base em sua capacidade de induzir hemólise: α-hemolítico, β-

hemolítico e γ-hemolítico (ou não hemolítico) (ZHOU; LI, 2015). Os grupos de estreptococos 

viridans incluem várias espécies de estreptococos α-hemolíticos e γ-hemolíticos sendo que a 

maioria faz parte da microbiota normal do trato respiratório superior e geniturinário (PROCOP 

et al., 2017).  

Os grupos de estreptococos viridans incluem o grupo mutans, o mitis/sanguinis, o 

salivarius, o anginosus e o bovis (DOERN; BURNHAM, 2010). Os microrganismos podem ser 

classificados nesses grupos com base na produção de arginina di-hidrolase (ADH), hidrólise da 

esculina (ESC), produção de acetoína na prova de Voges-Proskauer (VP), produção de ácidos a 

partir da fermentação de manitol (MNTL) e sorbitol (SORB) e produção de urease (URE) 

(Tabela 1).  
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Tabela 1 – As características fenotípicas para diferenciação dos grupos de estreptococos 

viridans encontrados em seres humanos 

    
Produção de 

ácidos a partir de 
  

Grupo ADH ESC VP MNTL SORB URE Espécies 

Grupo 

mutans 
- + + + + - 

Streptococcus mutans e 

Streptococcus sobrinus. 

Grupo mitis/ 

sanguinis 
V V - - - - 

Streptococcus mitis, 

Streptococcus oralis, 

Streptococcus sanguinis, 

Streptococcus parasanguinis, 

Streptococcus gordonii, 

Streptococcus cristatus, 

Streptococcus peroris, 

Streptococcus infantis, 

Streptococcus australis, 

Streptococcus 

oligofermentans e 

Streptococcus sinensis (VP+). 

Grupo 

salivarius 
- V + - - V 

Streptococcus salivarius, 

Streptococcus vestibularis, 

Streptococcus infantarius e 

Streptococcus alactolyticus. 

Grupo 

anginosus 
+ + + - - - 

Streptococcus anginosus, 

Streptococcus constellatus e 

Streptococcus intermedius. 

Grupo bovis - + + V - - 

Streptococcus bovis, 

Streptococcus equinus, 

Streptococcus gallolyticus e 

Streptococcus infantarius. 
Fonte: PROCOP et al. (2017, com adaptações). 

+ = reação positiva; - = reação negativa; V = reação variável; ADH = arginina di-hidrolase; ESC = hidrólise da 

esculina; VP = Voges-Proskauer (acetoína); MNTL = manitol; SORB = sorbitol; URE = urease.  

 

Na cavidade oral, S. mutans é a bactéria mais amplamente associada à cárie dentária 

(LOESCHE, 1986; BOWEN; KOO, 2011; PITTS et al., 2017). Esse microrganismo foi descrito 

no início do século XX quando o pesquisador James Kilian Clarke o isolou de lesões de cárie 

(CLARKE, 1924). No entanto somente na década de 1960 é que essa bactéria começou a ser 

amplamente estudada devido aos seus fatores de virulência para cárie dentária quando foi 

reconhecida como um microrganismo cariogênico (LOESCHE, 1986). 

As principais características de virulência de S. mutans incluem: (i) a capacidade 

de produzir grandes quantidades de ácidos orgânicos (acidogenicidade) a partir da 

metabolização de carboidratos; (ii) a capacidade de sobreviver em pH baixo (aciduricidade) e 

(iii) a capacidade de sintetizar polissacarídeos extracelulares e intracelulares a partir da 
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metabolização dos açucares da dieta, principalmente a sacarose, que desempenham um papel 

crítico na adesão inicial, colonização e acúmulo de biofilmes cariogênicos nas superfícies 

dentárias (MARSH, 2006; BOWEN; KOO, 2011).  

 

2.1.2 O papel das glucosiltransferases de S. mutans na cárie dentária 

 

Os polissacarídeos que compõem a matriz do biofilme cariogênico são 

principalmente os glucanos, sintetizados pelas Gtfs aderidas à película salivar do esmalte 

dentário e/ou à superfície de outros microrganismos, que são essenciais para a adesão de 

microrganismos aos dentes e o estabelecimento de uma matriz mecanicamente estável que 

aumenta a adesão célula-célula, limita a difusão de metabólitos e protege as células nela 

embebidas promovendo a criação de microambientes altamente ácidos e cruciais para a 

patogênese da cárie dentária (BOWEN; KOO, 2011; KLEIN et al., 2015). 

S. mutans produz ao menos três tipos de Gtfs: GtfB, GtfC e GtfD, que são 

sintetizadas pelos genes gtfB, gtfC e gtfD, respectivamente (BOWEN; KOO, 2011). A GtfB 

sintetiza principalmente glucanos insolúveis em água com predomínio de ligações glicosídicas 

α-1,3 (AOKI et al., 1986); a GtfC produz uma mistura de glucanos solúveis com predomínio 

de ligações glicosídicas α-1,6 e insolúveis (ligações glicosídicas α-1,3) (HANADA; 

KURAMITSU, 1988) e a GtfD sintetiza predominantemente glucanos solúveis (ligações 

glicosídicas α-1,6) que servem como reserva de energia para as células (HANADA; 

KURAMITSU, 1989). 

As Gtfs são constituídas por dois domínios funcionais: (i) um domínio catalítico 

amino-terminal que se liga ao substrato e o hidrolisa e (ii) um domínio carboxil-terminal que 

determina a natureza do glucano sintetizado (MATSUMOTO-NAKANO, 2018). No geral, 

todas as Gtfs exibem um papel importante na formação de um biofilme cariogênico, uma vez 

que participam da síntese de uma variedade de glucanos com estruturas e funções distintas 

(BOWEN; KOO, 2011). Vale ressaltar que a construção de uma matriz insolúvel rica em 

polissacarídeos é uma caraterística de virulência que ajuda na diferenciação de S. mutans de 

outras espécies acidogênicas e acidúricas (KLEIN et al., 2015). 

 

2.1.3 O papel das proteínas de ligação aos glucanos de S. mutans na cárie dentária 

 

A síntese de glucanos pelas Gtfs, especialmente GtfB e GtfC, potencializa a adesão 

de novas células de S. mutans ao substrato colonizado pela ação das proteínas de ligação aos 
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glucanos (GBPs) presentes na superfície da bactéria aumentando o biovolume do biofilme 

(BOWEN; KOO, 2011). 

S. mutans produz pelo menos quatro tipos de GBPs: GbpA (RUSSELL; 

COLEMAN; DOUGAN, 1985), GbpB (SMITH et al., 1994), GbpC (SATO; YAMAMOTO; 

KIZAKI, 1997) e GbpD (SHAH; RUSSELL, 2004). A GbpA está envolvida na adesão celular 

às superfícies dentárias contribuindo para cariogenicidade de S. mutans (MATSUMOTO-

NAKANO; FUJITA; OOSHIMA, 2007). A deficiência de GbpA causou a diminuição da 

eficiência de ligação à matriz de substâncias poliméricas extracelulares e resultou na formação 

de um biofilme irregular e frágil comprovando a importância da GbpA na construção de um 

biofilme firme e estável (MATSUMOTO-NAKANO, 2018). As proteínas GbpC e, 

possivelmente, GbpB estão ligadas à parede celular e podem funcionar como receptores de 

glucanos da superfície celular em S. mutans (BANAS; VICKERMAN, 2003). A GbpD 

contribui para coesão e adesão de células microbianas à superfície dos dentes via dextranos 

(SHAH; RUSSELL, 2004). 

 

2.1.4 Os eventos de desmineralização e remineralização 

 

A cárie dentária é caracterizada pela dissolução dos minerais dentários ocasionada 

pelos ácidos orgânicos produzidos pelas bactérias presentes no biofilme a partir do metabolismo 

dos carboidratos fermentáveis da dieta, como a sacarose, resultando na destruição dos tecidos 

mineralizados dos dentes (MARSH, 2006; PITTS et al., 2017). Para a cárie dentinária e 

radicular, a clivagem do colágeno por enzimas bacterianas ou dentinárias acontece após a perda 

mineral inicial e contribui para a perda do tecido duro dentário (TAKAHASHI; NYVAD, 2016). 

Além disso a acidificação do biofilme promove a seleção de uma microbiota acidogênica e 

acidúrica (MARSH, 2006; PITTS et al., 2017), causando uma disbiose oral e afetando a 

homeostase do ambiente. Assim a cada nova ingestão de açúcar, os ácidos produzidos pelas 

bactérias presentes no biofilme, p.ex. o ácido lático, acumulam-se e, logo, tem-se uma redução 

do pH do fluído do biofilme em contato com o substrato dental (CURY et al., 2016). 

A perda da estrutura mineral do dente, especialmente o cálcio e o fosfato do cristal 

da hidroxiapatita, ocorre quando o pH do fluído em contato com a dentina e o esmalte encontra-

se abaixo de 6,5 e 5,5, respectivamente (desmineralização) (CURY et al., 2016). Após 20-30 

minutos da ingestão, os açúcares são eliminados da boca por deglutição e diluição salivar 

resultando no retorno do pH do fluído à neutralidade, quando, acima de 5,5 para o esmalte e 6,5 

para dentina, os minerais perdidos são parciais ou totalmente recuperados pela ação 
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remineralizante da saliva (remineralização) (CURY et al., 2016). O equilíbrio em direção à 

desmineralização ou remineralização dependerá, portanto, da frequência de ingestão diária de 

açúcar (CURY et al., 2016). Contudo caso ocorra um desequilíbrio favorável à 

desmineralização, a perda de minerais acentua-se podendo resultar na formação de lesões de 

cárie em esmalte e dentina (PITTS et al., 2017). Neste contexto, a remoção mecânica do 

biofilme, a restrição à ingestão de açúcares e a adoção de terapias com fluoreto são primordiais 

para a manutenção da higidez dos dentes (CURY et al., 2016). 

 

2.2 A heterogeneidade genética e fenotípica de S. mutans 

 

O genoma completo de uma cepa de S. mutans (cepa UA159, sorotipo c) foi 

publicado em 2002 por pesquisadores do Centro de Ciências da Saúde da Universidade de 

Oklahoma (University of Oklahoma, Norman, E.U.A.) (AJDIĆ et al., 2002). O sequenciamento 

revelou que o genoma da cepa citada é organizado em único cromossomo circular de 

aproximadamente 2.03 milhões de pares de bases contendo baixo conteúdo de guanina e 

citosina (38,82%). O genoma da cepa UA159 (ATCC® 700610™) está depositado no banco de 

dados GenBank do Centro Nacional de Informação Biotecnológica (NCBI) com o identificador 

de acesso AE014133. 

Nos anos seguintes, com a popularização das tecnologias de sequenciamento de 

nova geração, com capacidade aumentada de geração de dados e melhor custo-benefício, os 

genomas de dezenas de cepas de S. mutans foram sequenciados e depositados em bancos de 

dados públicos, como o NCBI. A publicação de múltiplas sequências genômicas de uma mesma 

espécie resultou no conceito de pangenoma que é a soma dos genes presentes em todas as 

linhagens de uma mesma espécie (core genoma), os quais estão relacionados a funções 

biológicas básicas e propriedades fenotípicas do microrganismo, e dos presentes apenas em 

algumas linhagens de uma mesma espécie (dispensable genome), os quais contribuem para 

diversidade, adaptação, resistência e virulência (TETTELIN et al., 2005; MENG et al., 2017). 

Essas variações intraespécie podem ocorrer devido à redução do genoma, rearranjos do genoma, 

duplicação de genes e aquisição de novos genes por meio de transferência lateral (FRASER-

LIGGETT, 2005). 

Um dos primeiros estudos de genômica comparativa baseado no sequenciamento 

shotgun de 57 isolados clínicos, coletados em diferentes países, concluiu que o pangenoma de 

S. mutans é composto de 3.296 genes e o core genoma de 1.490 genes, sendo que 73 genes do 

core genoma foram identificados em todos os isolados de S. mutans (unique genome) 
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sequenciados, porém não foram encontrados em outras espécies do grupo mutans, muitos dos 

quais estão envolvidos no metabolismo dos carboidratos, adesão e resistência ácida (CORNEJO 

et al., 2013). Assim o conhecimento de que muitos genes não essenciais (dispensable genome) 

podem ser encontrados em S. mutans ressalta as limitações do uso de apenas uma sequência 

genômica como referência para estudos de genômica funcional e reforça o potencial adaptativo 

dessa espécie para sobrevivência na cavidade oral (PALMER et al., 2013). O mesmo estudo, 

usando análise demográfica populacional baseada em polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNPs) do core genoma, sugeriu que um grande processo de expansão populacional de S. 

mutans ocorreu entre 3.000 e 10.000 anos atrás coincidindo com o início das práticas de 

agricultura e o aumento da quantidade e diversidade de carboidratos consumidos pelo 

hospedeiro humano (CORNEJO et al., 2013).  

Em outro estudo, um alto grau de variabilidade nos fenótipos intrinsicamente 

relacionados à virulência, incluindo a habilidade para formar biofilme na presença de sacarose, 

tolerar o pH ácido e a tensão oxidativa, foi observado em 15 dos isolados geneticamente mais 

diversos entre as 57 cepas sequenciadas no estudo anterior (PALMER et al., 2013), sugerindo 

que nem todas as cepas de S. mutans apresentam o mesmo potencial de virulência e, assim, 

fornecendo uma explicação do motivo pelo qual as tentativas de correlacionar certos genótipos 

de S. mutans com a incidência de cárie mostraram-se uma abordagem complexa (LEMBO et 

al., 2007; PHATTARATARATIP et al., 2011; ARGIMÓN et al., 2014; LEMOS et al., 2019).  

 

2.3 A comunicação célula-célula nos biofilmes de S. mutans 

 

No modo de crescimento em biofilme, os microrganismos naturalmente alteram os 

seus padrões de expressão gênica para desativar genes imperativos ao modo de vida planctônico 

e ativar os necessários ao estilo de vida em uma superfície biótica ou abiótica (MARSH, 2006). 

Além disso um sistema de comunicação célula-célula, chamado de quorum sensing (QS), 

permite que os microrganismos no biofilme detectem e respondam aos estresses ambientais, 

como escassez ou excesso de nutrientes, baixo pH e presença de antimicrobianos regulando, 

assim, diversos processos fisiológicos, como formação de biofilmes, tolerância ao estresse 

ácido e incorporação de DNA exógeno por meio da síntese de moléculas de sinalização que se 

acumulam no meio com o aumento da densidade populacional e que são detectadas pelas células 

vizinhas (CVITKOVITCH; LI; ELLEN, 2003; MARSH, 2006). Assim o QS é um processo 

pelo qual as bactérias interagem umas com outras pela produção, liberação, detecção e resposta 

a pequenas moléculas autoindutoras para coordenar o seu comportamento coletivo em um modo 
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dependente da densidade celular (WATERS; BASSLER, 2005). Neste processo, as bactérias 

Gram-positivas utilizam oligopeptídeos autoindutores e as Gram-negativas, pequenas 

moléculas orgânicas, sobretudo as N-acil homoserina lactonas. Outrossim as bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas possuem o gene luxS que participa da síntese do peptídeo 

autoindutor-2 (AI-2) envolvido na sinalização interespécie (WATERS; BASSLER, 2005).  

 

2.3.1 Os sistemas de transdução de sinais de dois componentes de S. mutans 

 

Os sistemas de transdução de sinais de dois componentes (TCSTS) desempenham 

importantes funções relacionadas à adaptação, sobrevivência e virulência bacteriana pela 

detecção de mudanças no ambiente e alteração da expressão de conjuntos específicos de genes 

para montar respostas coordenadas aos estímulos ambientais (LEMOS et al., 2019). No TCSTS, 

um sinal é detectado e propagado por fosfotransferência da proteína sensora histidina quinase, 

localizada na superfície celular, para sua proteína reguladora de resposta cognata, localizada no 

citoplasma, que, por sua vez, liga-se ao DNA alvo para ativar ou reprimir a expressão de genes 

envolvidos na formação de biofilmes, absorção de nutrientes e tolerância aos diferentes tipos 

de estresse (STOCK; ROBINSON; GOUDREAU, 2000; LEMOS et al., 2019). O genoma da 

cepa de S. mutans UA159 (sorotipo c) codifica 14 desses TCSTS e um regulador de resposta 

órfão, CovR, sem ligação genética a qualquer histidina quinase (AJDIĆ et al., 2002; SMITH; 

SPATAFORA, 2012). 

Em S. mutans, o sistema de dois componentes comCDE é reconhecido por regular 

atividades fisiológicas e fatores associados à virulência. Na via de sinalização mediada pelo 

operon comCDE, o gene comC codifica o peptídeo estimulador de competência (CSP); o comD, 

a proteína sensora histidina quinase (ComD) ligada à membrana e o comE, a proteína reguladora 

de resposta cognata (ComE) situada no citoplasma (LI et al., 2001a). Ao ser sintetizado, o CSP 

(um peptídeo de 21 aminoácidos) é processado e transportado para o meio extracelular por um 

transportador (ComA) do tipo ABC (ATP-binding cassette) e uma proteína acessória (ComB) 

(PETERSEN; SCHEIE, 2000). No meio extracelular, o CSP-21 é novamente processado pela 

protease SepM, localizada na membrana, para gerar o CSP ativo (um peptídeo de 18 

aminoácidos) (BISWAS et al., 2016). Em altas concentrações no meio extracelular, o CSP-18 

liga-se ao receptor e ativa a histidina quinase (ComD) das células próximas via autofosforilação 

que, em seguida, promove a ativação da proteína reguladora de resposta cognata (ComE) via 

fosfotransferência (Figura 1) (SHANKER; FEDERLE, 2017). Ao ser fosforilada, ComE ativa 

seus genes-alvo e, por conseguinte, uma cascata de sinalização envolvida na formação de 
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biofilmes (LI et al., 2002), produção de bacteriocinas (VAN DER PLOEG, 2005), tolerância ao 

estresse ácido (LI et al., 2001b), competência genética (LI et al., 2001a; ASPIRAS; ELLEN; 

CVITKOVITCH, 2004) e formação de células persistentes e tolerantes a múltiplas drogas 

(LEUNG; LÉVESQUE, 2012) que são fatores de virulência associados à patogênese de S. 

mutans. 

 

Figura 1 – Os sistemas do quorum-sensing envolvidos na regulação da virulência de S. 

mutans 

 

Fonte: Rocha et al. (2020, com adaptações).  

Os estressores ambientais, como os encontrados na cavidade oral, induzem a expressão de um precursor do 

peptídeo estimulador de competência (CSP), codificado pelo gene comC. O propeptídeo CSP é processado dentro 

da célula e exportado através um transportador ABC (ATP-binding cassette) (ComAB). No meio extracelular, CSP 

é novamente processado pela protease SepM para gerar o CSP maduro. Ao atingir um determinado limiar, CSP é 

reconhecido pela ComD que ativa a ComE via fosfotransferência. Ao ser ativada, a ComE ativa uma cascata de 

sinalização envolvida na formação de biofilme e produção de bacteriocinas. A ativação da ComE também ativa a 

via ComRS composta pelo ComS e seu regulador transcricional ComR. O ComS é exportado para o meio 

extracelular, transformado no peptídeo XIP e importado por um sistema de permease para oligopeptídeos (Opp). 

Dentro da célula, o XIP forma um complexo com ComR para ativar comX e comS. O comX codifica SigX que 

ativa genes envolvidos no desenvolvimento de competência genética. 

 

A ativação da ComE também estimula, por um mecanismo ainda não elucidado, a 

via de sinalização comRS, um outro tipo de sistema do QS composto pelo peptídeo ComS e seu 

regulador transcricional ComR (MASHBURN-WARREN; MORRISON; FEDERLE, 2010; 

LEMOS et al., 2019). Nesta via, o ComS (o pré-peptídeo de 17 aminoácidos) é traduzido e 

exportado para o espaço extracelular por um mecanismo ainda não compreendido (SHIELDS; 

BURNE, 2016). No meio extracelular, o pré-peptídeo ComS é transformado no feromônio XIP 
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(XIP-comX- ou sigX-inducing peptide) e transportado de volta para dentro da célula por um 

sistema de permease para oligopeptídeos (sistema Opp) para formar um complexo com o 

regulador transcricional ComR e ativar comS, resultando em autoindução da via comRS, e comX 

(sigX) que é responsável pela ativação de genes envolvidos no desenvolvimento de competência 

genética (Figura 1) (MASHBURN-WARREN; MORRISON; FEDERLE, 2010; SHIELDS; 

BURNE, 2016). 

Em adição S. mutans emprega o peptídeo AI-2, um subproduto do metabolismo do 

ciclo do metil ativado, mediado pela enzima LuxS, na comunicação interespécie (WATERS; 

BASSLER, 2005). A deficiência de LuxS reduziu a habilidade de S. mutans para formar 

biofilmes e tolerar o estresse ácido e oxidativo (MERRITT et al., 2003; WEN et al., 2011). Em 

consonância com os fenótipos afetados, a deficiência de LuxS resultou em alterações na 

expressão de genes envolvidos na formação de biofilmes e tolerância ácida (SZTAJER et al., 

2008; WEN et al., 2011). No entanto um receptor específico para o AI-2 ainda não foi 

identificado (SZTAJER et al., 2008; SZTAJER et al., 2014). 

Notavelmente, S. mutans é amplamente reconhecido por seu potencial cariogênico. 

Além disso a literatura tem reportado o possível envolvimento desse microrganismo na 

etiopatogênese da doença arterial coronariana aterosclerótica (NAKANO et al., 2007; 

FERNANDES et al., 2014), endocardite infecciosa (NAKANO; NOMURA; OOSHIMA, 

2008a; NOMURA et al., 2012b; NOMURA et al., 2014), acidente vascular cerebral (NAKANO 

et al., 2011; INENAGA et al., 2018), colite ulcerativa (KOJIMA et al., 2012), esteatose hepática 

não alcoólica (NAKA et al., 2016) e nefropatia por IgA (ITO et al., 2019).  

Uma vez que S. mutans dispõe de um sistema de comunicação intraespécie e 

interespécie para regular os seus atributos de virulência, acredita-se que a adoção de estratégias 

que impeçam essa comunicação pelo uso de inibidores do QS possa ter ampla aplicabilidade 

para o controle biológico do agente citado. Uma revisão foi elaborada, assim, durante o 

doutorado, com o propósito de identificar compostos biológicos com efeitos na inibição da 

comunicação estabelecida por S. mutans e no controle dos seus atributos de virulência (ROCHA 

et al., 2020) (Anexo C).  
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2.4 A classificação, prevalência e aspectos relacionados à virulência dos sorotipos de S. 

mutans 

 

A classificação de S. mutans em quatro sorotipos (c, e, f e k) baseia-se na 

composição química do polissacarídeo de ramnose-glicose da parede celular que é formado de 

polímeros de ramnose unidos por ligações do tipo α-1,2 e α-1,3 e cadeias laterais de polímeros 

de glicose unidas por ligações do tipo α-1,2 (sorotipo c), β-1,2 (sorotipo e) e α-1,3 (sorotipo f) 

(LINZER; REDDY; LEVINE, 1986; PRITCHARD et al., 1987). No entanto o sorotipo k é 

caracterizado por uma redução drástica na quantidade de cadeias laterais de glicose do polímero 

de ramnose (NAKANO et al., 2004a) (Figura 2). 

 

Figura 2 – A composição química do polissacarídeo de ramnose-glicose da parede celular dos 

sorotipos de S. mutans 

 

Fonte: Nakano e Ooshima (2009), com permissão de republicação: n°1013692-1 (Ver Anexo E). 

 

De início, os sorotipos foram determinados usando o método de imunodifusão 

(BRATTHALL, 1970; NAKANO et al., 2004a). Posteriormente, autores desenvolveram uma 

abordagem para sorotipagem pela técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) com base 

na variabilidade entre os genes envolvidos na síntese do polissacarídeo de ramnose-glicose 

(SHIBATA et al., 2003; NAKANO et al., 2004b). Assim os estudos clínicos baseados nas 
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técnicas de imunodifusão e PCR mostraram que o sorotipo mais encontrado na cavidade oral é 

o c (70-80%), seguido pelo e (20%), enquanto os f e k são menos prevalentes e, tipicamente, 

representam cerca de 5% e 2-5% dos isolados orais, respectivamente (LAPIRATTANAKUL et 

al., 2009).  

Além da redução drástica na quantidade de cadeias laterais de glicose do polímero 

de ramnose da parede celular, as cepas do sorotipo k costumam apresentar defeitos na expressão 

de proteínas da superfície celular, como o antígeno proteico (PA), resultando na diminuição da 

susceptibilidade à fagocitose mediada pelos leucócitos polimorfonucleares tornando-as mais 

virulentas na infecção sistêmica (NAKANO et al., 2006a; LAPIRATTANAKUL et al., 2009). 

A detecção dos sorotipos e e k, de fato, foi significativamente maior em amostras de valvas 

cardíacas e placas de ateroma coletadas de indivíduos submetidos à cirurgia cardíaca do que em 

amostras orais obtidas de indivíduos saudáveis nas quais o sorotipo c foi o mais prevalente 

sugerindo o possível envolvimento dos sorotipos menos comuns na doença cardiovascular 

(NAKANO et al., 2007). Além disso os genes cnm e cbm foram predominantemente 

identificadas nos sorotipos f e k, respectivamente (NOMURA et al., 2012a), sendo que a 

presença dessas cepas tem sido associada ao aumento do risco de doenças cardiovasculares 

(NAKANO et al., 2007; NOMURA 2012b; INENAGA et al., 2018). Portanto a identificação 

dos sorotipos de S. mutans e seus genes de virulência que codificam proteínas de ligação ao 

colágeno poderá agregar valor à clínica médica como um possível biomarcador de agravamento 

do risco da doença cardíaca, especialmente em pacientes do grupo de risco para doenças 

cardiovasculares. 

No entanto a atuação de cepas de S. mutans pertencentes aos sorotipos mais raros 

na cárie dentária é controversa, uma vez que a atividade de ligação ao glucano em isolados 

clínicos (cnm+) foi significativamente reduzida devido a ausência de gbpA que codifica a 

proteína A de ligação ao glucano (GbpA) (NAKANO et al., 2010). Em outro estudo, 25% (5/20) 

das cepas de S. mutans que expressavam as proteínas de ligação ao colágeno não tinham o 

antígeno PA associado à adesão à superfície dentária independente da sacarose (NOMURA et 

al., 2013). Contudo autores reportaram o envolvimento de cepas de S. mutans (cnm+ e/ou cbm+) 

no aumento do risco e severidade de cárie na primeira infância (LAMBA et al., 2020). A 

ausência de expressão do antígeno PA em cepas que expressam proteínas de ligação ao colágeno, 

de fato, embora possa diminuir o potencial de adesão inicial às superfícies dentárias intactas, 

pode potencializar a ligação dessas cepas aos substratos riscos em colágeno, como a dentina, 

possivelmente devido a alterações do potencial aniônico da superfície celular bacteriana e 

redução da hidrofobicidade celular na ausência do antígeno PA (NOMURA et al., 2013). Vale 
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ressaltar que o colágeno do tipo I é a principal proteína da matriz extracelular do tecido 

dentinário perfazendo 85-90% da matriz orgânica (ORSINI et al., 2014). 

 

2.5 As proteínas de ligação ao colágeno de S. mutans 

 

2.5.1 As proteínas de superfície celular (PA) e parede celular (WapA) 

 

A proteína de superfície celular (antígeno PA), codificada pelo gene pac, é uma 

adesina de aproximadamente 190-kDa envolvida na adesão de S. mutans à película salivar 

(glicoproteína GP340) do esmalte dentário por um mecanismo independente da sacarose 

(AVILÉS-REYES et al., 2016; KOGA et al., 1990). O antígeno PA é um polipeptídeo de 1.556 

aminoácidos composto de quatro domínios principais: (i) um sinal de secreção N-terminal; (ii) 

uma região rica em alanina (região A); (iii) uma região rica em prolina (região P) e (iv) um 

domínio de ancoragem à parede celular - LPXTG (BRADY et al., 2010). Além de interagir com 

os componentes da película salivar, o antígeno PA também contribui para a interação de S. 

mutans com diferentes tipos de moléculas da matriz extracelular, como colágeno do tipo I, 

fibronectina e laminina in vitro (BEG et al., 2002; YUMOTO et al., 2019). O antígeno PA, por 

vezes, é expresso em pequena quantidade em cepas do sorotipo k em comparação aos níveis de 

expressão detectados nos outros sorotipos da cavidade oral (NOMURA et al., 2014). 

Em adição ao antígeno PA, a WapA é outra proteína de adesão ao colágeno 

encontrada na superfície da parede celular de S. mutans (HAN; ZHANG; DAO, 2006). A 

proteína WapA é um polipeptídeo composto de quatro domínios principais: (i) um sinal de 

secreção N-terminal; (ii) um domínio de ligação ao colágeno (domínio A); (iii) um domínio 

rico em treonina (domínio B) e (iv) um domínio de ancoragem à parede celular - LPXTG 

(AVILÉS-REYES et al., 2016). No entanto, embora tenha sido comprovado que PA e WapA 

ligam-se ao colágeno in vitro, estudos adicionais são necessários para comprovar a eficiência 

dessas proteínas na ligação ao colágeno in vivo (AVILÉS-REYES et al., 2016). 
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2.5.2 As proteínas de ligação ao colágeno Cnm e Cbm  

 

Entre os muitos genes não essenciais identificados em S. mutans estão os genes cnm 

e cbm que codificam as proteínas de superfície celular de ligação ao colágeno de, 

aproximadamente, 120 kDa: Cnm e Cbm (SATO et al., 2004; NOMURA et al., 2012a). 

As análises genéticas de Cnm e Cbm revelaram a presença de quatro domínios 

principais: (i) um sinal de secreção N-terminal; (ii) um domínio de ligação ao colágeno 

(domínio A); (iii) um domínio rico em treonina (domínio B) e (iv) um domínio de ancoragem 

à parede celular – LPXTG (SATO et al., 2004; NOMURA et al., 2012a). Em adição as análises 

de bioinformática mostraram que a sequência de aminoácidos do domínio A de ligação ao 

colágeno da Cbm é altamente homóloga à sequência de aminoácidos do domínio A da proteína 

Cnm com 78% de identidade (NOMURA et al., 2012a). No entanto, apesar da semelhança entre 

os domínios de ligação ao colágeno (domínio A) da Cbm e Cnm, a atividade de ligação ao 

colágeno e ao fibrinogênio de cepas Cbm positivas foi significativamente maior do que a 

atividade de ligação ao colágeno de cepas Cnm positivas (NOMURA et al., 2012a; NOMURA 

et al., 2012b; NOMURA et al., 2014). Assim autores sugeriram que as diferenças entre as 

sequências de aminoácidos dessas proteínas contribuem para o maior potencial de ligação ao 

colágeno e fibrinogênio de cepas Cbm positivas (NOMURA et al., 2012b; NOMURA et al., 

2014).  

A proteína Cbm, em adição, é frequentemente identificada em cepas do sorotipo k 

(antígeno PA-) cuja ausência de expressão do antígeno PA pode resultar em alterações do 

potencial aniônico da superfície bacteriana e redução da hidrofobicidade que podem estar 

associadas aos níveis mais elevados de ligação ao colágeno de cepas Cbm positivas (NOMURA 

et al., 2012a; NOMURA et al., 2013). Além disso a interação de cepas Cbm positivas (PA-) 

com o fibrinogênio, o qual, por sua vez, liga-se aos receptores das glicoproteínas GPIIb/IIIa na 

membrana plaquetária, acelerou a formação de uma massa amorfa em um modelo animal para 

endocardite (NOMURA et al., 2014). 

Vale ressaltar que bactérias alojadas em cárie dentinária são consideradas fontes 

primárias de infecção endodôntica, uma vez que a maioria das espécies encontradas em dentina 

cariada também foi encontrada em canais radiculares infectados (RÔÇAS et al., 2015). Além 

da infecção endodôntica, procedimentos odontológicos como cirurgias, extrações e os cuidados 

de higiene bucal, como a escovação e o uso de fio dental, podem representar possíveis portas 

para entrada e disseminação de S. mutans na corrente sanguínea e resultar em bacteremia 

transitória que é o primeiro passo na patogênese de doenças sistêmicas causadas por bactérias 
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orais (SEYMOUR et al., 2000).  

 

2.6 A relação das proteínas de ligação ao colágeno Cnm e Cbm com a cárie dentária e 

doenças sistêmicas  

 

2.6.1 A relação das proteínas Cnm e Cbm com a cárie dentária 

 

Após um trauma dentário, lesões de cárie em dentina ou recessão gengival, 

substratos ricos em colágeno, como a dentina, o cemento, a raiz e as fibras do ligamento 

periodontal, ficam expostos e, portanto, representam um alvo em potencial para colonização e 

persistência de cepas de S mutans que expressam proteínas de ligação ao colágeno (HO et al., 

2007; MILLER et al., 2015; LIMA et al., 2020). Assim estudos clínicos sugeriram uma 

associação entre a presença de S. mutans (cnm+ e/ou cbm+) e o aumento do risco e severidade 

da cárie (MISAKI et al., 2016; ESBERG et al., 2017; LAMBA et al., 2020). Por exemplo o 

índice de Dentes Cariados, Perdidos ou Obturados (CPO-D) em pacientes com nefropatia por 

imunoglobulina A e com S. mutans (cnm+) na saliva foi significativamente maior (p < 0.05) do 

que em pacientes diagnosticados com a mesma patologia nos quais a presença do gene cnm nas 

cepas de S. mutans isoladas da cavidade oral não foi detectada (MISAKI et al., 2016). Um outro 

estudo realizado com crianças japonesas de 3 a 8 anos de idade mostrou uma maior incidência 

de cárie naquelas com S. mutans (cnm+) na saliva em comparação àquelas que também tinham 

S. mutans, mas sem a presença do gene cnm (p< 0.01) sugerindo que indivíduos portadores de 

S. mutans (cnm+) apresentam um risco maior de desenvolver cárie (NOMURA et al., 2009). 

Além disso a presença da proteína Cnm na saliva total de crianças suecas foi considerada um 

fator de risco para o aumento da incidência de cárie durante um período de acompanhamento 

de 5 anos (12-17 anos) (ESBERG et al., 2017). Recentemente, uma associação entre a presença 

de S. mutans (cnm+ e/ou cbm+) em placa dental e a cárie severa na primeira infância foi relatada 

em crianças canadenses menores de 6 anos (LAMBA et al., 2020).  

 

2.6.2 A relação das proteínas Cnm e Cbm com a endocardite infecciosa 

 

A endocardite é uma infecção que se estabelece no endotélio cardíaco. As valvas 

cardíacas lesionadas, principalmente mitral e aórtica, são comumente afetadas pelo processo 

infeccioso, porém a infecção pode acontecer em qualquer estrutura do coração, como nos 

defeitos dos septos e cordas tendíneas ou no endotélio mural e nos “shunts” arteriovenosos e 
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arterio-arteriais (MURDOCH et al., 2009). A incidência global da doença é de 3 a 10 casos por 

100 mil indivíduos por ano, porém, mesmo rara, a taxa de mortalidade anual é de 

aproximadamente 30%, apesar dos recentes avanços no diagnóstico e tratamento (CAHILL; 

PRENDERGAST, 2016). 

A lesão característica da endocardite é uma massa amorfa (vegetação) contendo 

microrganismos, sendo que os Staphylococcus aureus, estreptococos do grupo viridans, 

incluindo S. mutans e S. bovis, e Enterococcus spp., foram reconhecidos como os principais 

agentes etiológicos (VOGKOU et al., 2016; KIM; GORDON; SHRESTHA, 2018). Neste 

contexto, sabe-se que S. mutans pode ser o agente etiológico de infecções extraorais, como 

bacteremia e endocardite (NAKANO; NOMURA; OOSHIMA, 2008a; KIM; GORDON; 

SHRESTHA, 2018). Um estudo realizado no Brasil detectou o DNA de S. mutans em 89,3% 

das amostras de valvas cardíacas analisadas (OLIVEIRA et al., 2015). 

A patogênese da endocardite envolve a formação de uma massa amorfa que se 

origina de lesões físicas ou inflamatórias que levam à exposição de proteínas da matriz 

extracelular, como o colágeno, produção de citocinas pró-inflamatórias e deposição de fibrina 

e plaquetas no sítio afetado (MOREILLON; QUE, 2004). Assim ao migrarem da cavidade oral 

para corrente sanguínea, cepas de S. mutans que expressam proteínas de ligação ao colágeno 

(Cnm e/ou Cbm) podem se ligar às fibras de colágeno expostas em um tecido danificado, bem 

como entrar e sobreviver no citoplasma de células endoteliais (ABRANCHES et al., 2009; 

ABRANCHES et al., 2011; NOMURA et al., 2012b; NOMURA et al., 2013). A invasão de 

células endoteliais, por conseguinte, pode levar ao desenvolvimento de infecções crônicas pelo 

escape dessas cepas à vigilância imunológica do hospedeiro e ao mecanismo de ação dos 

agentes terapêuticos (AVILÉS-REYES et al., 2016). Um outro mecanismo de evasão à resposta 

imune de cepas de S. mutans que expressam proteínas de ligação ao colágeno envolve a ligação 

dessas proteínas à opsonina C1q do sistema do complemento podendo resultar no bloqueio da 

ativação da resposta imunológica mediada pela via clássica desse sistema (AVILÉS-REYES et 

al., 2016). 

Sabe-se que existe uma associação entre infecções extraorais e os sorotipos de S. 

mutans menos prevalentes (e, f e k) (NAKANO et al., 2007; NAKANO et al., 2011; NOMURA 

et al., 2012b; NOMURA et al., 2014). Além disso uma tendência semelhante tem sido 

observada em relação à distribuição das proteínas Cnm e Cbm, uma vez que a maioria das cepas 

que as expressam pertence aos sorotipos mais raros (e, f e k) (AVILÉS-REYES et al., 2016). 

Assim Nakano et al. (2007) demostraram taxas de detecção significativamente maiores dos 

sorotipos e e k em amostras de valvas cardíacas e placas de ateroma obtidas de pacientes 
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submetidos a cirurgias cardiovasculares do que em amostras orais obtidas da saliva de 

indivíduos saudáveis (p < 0,05). Em adição a taxa de detecção de S. mutans (cbm+) foi 

significativamente maior em amostras de valvas cardíacas coletadas de pacientes com 

endocardite do que em amostras de valvas cardíacas coletadas de pacientes com outras doenças 

valvares (p = 0,0005) (NOMURA et al., 2012b). O mesmo estudo também mostrou que cepas 

Cbm positivas (sorotipo k) apresentaram níveis mais altos de ligação ao colágeno do tipo I e 

taxas mais elevadas de adesão e invasão às células endoteliais in vitro quando comparadas às 

cepas Cnm positivas (NOMURA et al., 2012b). Vale mencionar que o colágeno do tipo I 

representa aproximadamente ¾ do colágeno presente em valvas cardíacas normais (COLE et 

al., 1984). Assim as cepas Cbm positivas (sorotipo k) foram consideradas mais virulentas 

devido a sua maior afinidade de ligação ao colágeno exposto no endotélio danificado e ao 

fibrinogênio, especialmente na ausência do antígeno PA, o que resultou na interação e indução 

de agregação plaquetária e, por conseguinte, em formação de uma massa amorfa no endotélio, 

composta de bactérias, fibrinogênio e plaquetas (NOMURA et al., 2014).  

Em outra pesquisa, uma mutação no gene pac que codifica o antígeno PA na cepa 

S. mutans TW871 (sorotipo k, cnm+) resultou em níveis mais elevados de ligação ao colágeno 

in vitro quando comparada à mesma cepa sem a manipulação genética sugerindo que o antígeno 

PA atua de modo antagônico à proteína Cnm na interação com o colágeno (NOMURA et al., 

2013). Além disso um estudo realizado em modelo animal de infecção de valvas cardíacas 

mostrou que a infecção com a cepa S. mutans TW295 (sorotipo k, cnm+), que não expressa o 

antígeno PA, resultou na formação de uma vegetação de células composta de microrganismos, 

plaquetas e fibrina que não foi observada na infecção com cepas positivas para antígeno PA 

reforçando que a ausência de expressão do antígeno PA contribui para patogênese da 

endocardite infecciosa (OTSUGU et al., 2017). 

A formação de uma vegetação de células no endotélio danificado aumenta a 

resistência das bactérias às defesas do hospedeiro e ao tratamento com antibióticos (PARSEK; 

SINGH, 2003). Vale ressaltar que a ausência do antígeno PA resultou na diminuição da 

suscetibilidade de S. mutans à fagocitose mediada pelos leucócitos polimorfonucleares 

humanos e em maior duração da bacteremia implicando a ausência da expressão do antígeno 

PA em aumento da sua virulência sistêmica (NAKANO et al., 2006a). Portanto identificar a 

presença de cepas pertencentes aos sorotipos menos prevalentes e portadoras de genes que 

codificam proteínas de ligação ao colágeno, especialmente em pacientes considerados de risco 

para a endocardite infecciosa e em tratamento médico ou odontológico, pode ser entendida com 

uma estratégia relevante na prevenção de doenças sistêmicas (NAKANO et al., 2004b). Assim 
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a investigação de biomarcadores, como a presença dos genes cnm e cbm em isolados clínicos 

de S. mutans, serviria de triagem para pacientes com necessidade de tratamento preventivo antes 

da realização de procedimentos odontológicos (ABRANCHES et al., 2011). 

 

2.6.3 A relação das proteínas Cnm e Cbm com a hemorragia cerebral e outras doenças 

sistêmicas 

 

Nakano et al. (2011) utilizaram um modelo animal de hemorragia cerebral e 

reportaram o agravamento do sangramento após a infecção dos animais com S. mutans TW295 

(sorotipo k, cnm+) e com a proteína recombinante Cnm. Os pesquisadores relataram que a 

bacteremia induzida por S. mutans pode ser um fator de risco para o agravamento da hemorragia 

cerebral pela acumulação e ligação de cepas expressando Cnm ao colágeno exposto após a 

ruptura da parede do vaso, seguida de inibição de agregação plaquetária, possivelmente pelo 

bloqueio do mecanismo de ação do fator de von Willebrand (fvW) circulante no plasma que 

atua como mediador da ligação entre o colágeno exposto e o receptor da glicoproteína Ib (GPIb) 

da membrana plaquetária para promover agregação plaquetária (NOMURA et al., 2014). O 

acúmulo de S. mutans expressando Cnm, em adição, resultou na ativação da metaloproteinase-

9 e intensificação da hemorragia cerebral (NAKANO et al., 2011). 

Além disso estudos mostraram que a atividade de ligação ao colágeno de S. mutans 

(cnm+) presente na saliva humana foi considerada um fator de risco para a ocorrência de 

microsangramentos cerebrais e hemorragia intracerebral (MIYATANI et al., 2015; 

WATANABE et al., 2016, TONOMURA et al., 2016; INENAGA et al., 2018). Desse modo a 

ligação ao colágeno exposto no vaso lesionado não apenas facilitaria a colonização bacteriana, 

como também agravaria a hemorragia pelo bloqueio dos mecanismos de reparo dos tecidos 

lesionados (AVILÉS-REYES et al., 2016). 

Não o bastante autores mostraram que cepas de S. mutans (sorotipo k, cnm+) 

representam um fator de risco para outras complicações sistêmicas como a colite ulcerativa 

(KOJIMA et al., 2012), a esteatose hepática não alcoólica (NAKA et al., 2016) e a nefropatia 

por IgA (ITO et al., 2019).  
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2.7 A relação de S. mutans com a aterosclerose e o IAM 

 

A Doença Arterial Coronariana (DAC), também conhecida como Doença 

Isquêmica do Coração (DIC), compreende uma diversidade de condições clínicas 

assintomáticas e sintomáticas tipicamente associadas à redução do fluxo sanguíneo para o 

músculo cardíaco, cuja causa mais comum é a doença aterosclerótica das artérias coronárias, 

uma condição crônica de apresentação variável que tem o IAM como um dos seus principais 

desfechos (OLIVEIRA et al., 2020). O IAM é patologicamente definido como a morte celular 

do miocárdio devido a uma isquemia prolongada (THYGESEN et al., 2018). De acordo com 

dados do estudo GBD (2017), a prevalência estimada de DAC na população adulta brasileira 

foi de 0,53% (15-49 anos), 4,34% (50-69 anos) e 10,99% (>70 anos), enquanto a prevalência 

geral padronizada por idade foi de 1,63% (1,564 por 100 mil habitantes) (OLIVEIRA et al., 

2020). Além disso o GBD (2017) estimou em 1.736 (IC 95%, 1.689 – 1779) dias de vida 

perdidos ajustados por incapacidade (DALYs) por DAC por 100 mil habitantes (OLIVEIRA et 

al., 2020). 

A aterosclerose, que se caracteriza pela retenção de colesterol na parede arterial, 

remodelamento vascular e estreitamento do lúmen arterial, é uma doença inflamatória crônica 

de origem multifatorial que ocorre em resposta a agressões ao endotélio vascular de artérias 

causadas por estímulos irritativos como altas concentrações plasmáticas do colesterol da 

lipoproteína de baixa densidade (LDL-c) (ROSS, 1999; RENKO et al., 2008; PAHWA; JIALAL, 

2020). 

As lesões da aterosclerose ocorrem principalmente em artérias de médio e grande 

calibres e podem levar à isquemia do coração, cérebro ou extremidades, resultando em infarto 

(ROSS, 1999). Em uma artéria normal, existem três camadas de tecidos: a interna (endotélio), 

a média (íntima e média) e a externa (adventícia). A aterogênese é o processo de formação de 

placas de ateroma na camada intima das artérias (ATHANASIOU; FOTIADIS; MICHALIS, 

2017). 

O primeiro estágio da aterosclerose é caracterizado pelo acúmulo do LDL-c e 

inflamação da parede arterial (disfunção endotelial) (ATHANASIOU; FOTIADIS; MICHALIS, 

2017). Em resposta aos estímulos irritativos, as células endoteliais expressam quimiocinas, 

como a MCP-1 (proteína quimiotática de monócitos 1), e moléculas de adesão à superfície 

celular, como VCAM-1 (molécula de adesão vascular 1), que atraem e capturam monócitos em 

suas superfícies, os quais, por diapedese, migram para a camada íntima da parede arterial 

(LIBBY, 2002; ATHANASIOU; FOTIADIS; MICHALIS, 2017). 
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As mudanças na permeabilidade endotelial também possibilitam a migração de 

partículas do LDL-c para a camada íntima (TABAS; WILLIAMS; BOREN, 2007). Dentro da 

íntima, os monócitos se transformam, via fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF), 

em macrófagos que liberam espécies reativas de oxigênio para oxidar partículas do LDL-c, 

assim como expressam receptores para internalização dessas partículas oxidadas (LDL-oxi) 

resultando no acúmulo de colesterol derivado da LDL e formação de células espumosas (LIBBY, 

2002; ATHANASIOU; FOTIADIS; MICHALIS, 2017; PAHWA; JIALAL, 2020). Por sua vez 

as células espumosas liberam citocinas pró-inflamatórias (Interleucina-1, Interleucina- 6 e 

Interleucina-8) que amplificam a resposta inflamatória no sítio da lesão (LIBBY, 2002). 

As bactérias da cavidade oral podem colonizar as placas ateroscleróticas humanas 

e ativar macrófagos intraplaca para secretar mediadores pró-inflamatórios (citocinas, espécies 

reativas de oxigênio, moléculas vasoativas e proteases) resultando em lesão celular endotelial 

localizada e instabilidade/vulnerabilidade da placa. (HANSSON; ROBERTSON; 

SÖDERBERG-NAUCLÉR, 2006). 

Dentro do ateroma em crescimento, citocinas pró-inflamatórias também estimulam 

a migração de células musculares lisas da camada média para a camada íntima da parede arterial 

para formação de placa fibrosa rica em colágeno, situada abaixo do endotélio, que confere 

proteção contra a ruptura da placa (HANSSON; ROBERTSON; SÖDERBERG-NAUCLÉR, 

2006; PAHWA; JIALAL, 2020). 

A ruptura e/ou erosão da placa aterosclerótica, em resposta à intensificação do 

processo inflamatório, expõe o sangue circulante ao seu núcleo altamente trombogênico e leva 

à ativação de plaquetas e fatores de coagulação resultando na formação de um trombo e 

obstrução do fluxo sanguíneo para a região afetada do músculo cardíaco, caracterizando o 

infarto (HANSSON; ROBERTSON; SÖDERBERG-NAUCLÉR, 2006; ANDERSON; 

MORROW, 2017). No Brasil, em 2018, ocorreram 142.982 hospitalizações por IAM com taxa 

de mortalidade hospitalar de 11% (OLIVEIRA et al., 2020). 

Os fatores de risco tradicionais para aterosclerose incluem hipertensão, 

hipercolesterolemia, diabetes mellitus, obesidade, tabagismo e sedentarismo, porém muitos 

casos não são explicados pelos fatores citados (PUCAR et al., 2007). Além disso autores 

sugeriram o envolvimento de infecções por bactérias periodontais e cariogênicos no 

desenvolvimento e progressão da aterosclerose (HARASZTHY et al., 2000; PUCAR et al., 

2007; KOZAROV et al., 2006; NAKANO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014). 

Recentemente, Misaki, Fukunaga e Nakano (2021) concluíram o que a cárie dentária pode 

exercer um efeito indireto no prognóstico da aterosclerose. 
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Para estudar a correlação entre bactérias orais e a ocorrência de aterosclerose, 

pesquisas têm sido conduzidas para elucidar os possíveis mecanismos e processos inflamatórios 

mediados por esses microrganismos na etiopatogênese dessa doença. Assim estudos in vitro 

demostraram que S. mutans possui a capacidade de se ligar às proteínas da matriz extracelular, 

como o colágeno (SATO et al., 2004; NOMURA et al. 2012b; LIMA et al., 2020), invadir e 

persistir no citoplasma de células endoteliais de artérias coronárias humanas (ABRANCHES et 

al., 2009; ABRANCHES et al., 2011; LIMA et al., 2020), aumentar a produção de citocinas 

pró-inflamatórias (Interleucina- 6, Interleucina- 8 e MCP-1) relacionas à aterosclerose 

(NAGATA; TOLEDO; OHO, 2011), induzir formação de células espumosas (KURAMITSU et 

al., 2001) e agregação plaquetária (NOMURA et al., 2014) que são eventos fortemente 

associados à patogênese da aterosclerose. Ainda, Kesavalu et al. (2012) demostraram, em 

modelo animal, que a cepa invasiva OMZ175 (sorotipo f, cnm+) acelerou o aumento da resposta 

inflamatória e o desenvolvimento de placa aterosclerótica. 

Em sintonia com esses achados, vários estudos demostraram a presença de bactérias 

orais, incluindo S. mutans, em lesões ateroscleróticas humanas (KOZAROV et al., 2006; 

NAKANO et al., 2006b; NAKANO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014). Nakano et al. 

(2006b), por exemplo, relataram que S. mutans foi a bactéria mais frequente em tecidos de 

valvas cardíacas e placas de ateroma com uma prevalência de 68,6% e 74,1%, respectivamente. 

Kozarov et al. (2006), em adição, relataram a presença de DNA de S. mutans em placas de 

ateroma de 22,5% dos pacientes mais jovens (~ 27 anos) e 44,4% dos pacientes mais velhos (~ 

67 anos). Em um estudo realizado no Brasil, o DNA de S. mutans foi identificado em 100% das 

amostras orais (saliva e placa supragengival e placa subgengival) e placas ateroscleróticas 

coletadas de pacientes com doença vascular (FERNANDES et al., 2014). Significativamente, 

Nakano et al. (2007) demostraram uma prevalência estatisticamente significante dos sorotipos 

e e k em amostras de placa dental coletadas de pacientes submetidos à cirurgia para retirada de 

placa aterosclerótica, enquanto cepas do sorotipo c, o sorotipo mais comum na cavidade oral, 

prevaleceram em amostras orais obtidas de indivíduos saudáveis do grupo controle. 

Coletivamente, esses achados sugerem que cepas específicas de S. mutans podem desempenhar 

um papel na infecção de tecidos cardiovasculares sendo que os indivíduos que abrigam tais 

cepas podem ter maior risco de infarto. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Investigar a prevalência de S. mutans, seus sorotipos (c, e, f e k), seus genes de 

proteínas de ligação ao colágeno (cnm e cbm) em amostras de placa dental e sua relação com a 

cárie dentária e o IAM em adultos infartados com menos de 50 anos de idade e voluntários sem 

histórico de doença cardíaca. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Relacionar a presença de S. mutans, seus sorotipos e seus genes cnm e cbm em 

amostras de placa dental com a cárie dentária em adultos infartados antes dos 50 anos de idade 

e voluntários sem histórico de doença cardíaca. 

Relacionar a presença de S. mutans, seus sorotipos e genes cnm e cbm em amostras 

de placa dental com IAM em adultos infartados antes dos 50 anos de idade e voluntários sem 

histórico de doença cardíaca. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 O delineamento do estudo 

 

Trata-se de um estudo observacional transversal caso-controle em que amostras de 

placa dental (biofilmes dentários) foram coletadas e avaliadas para identificação de S. mutans, 

seus sorotipos (c, e, f e k) e seus genes de proteínas de ligação ao colágeno (cnm e cbm). Os 

procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de Pesquisa em Microbiologia 

Oral e no Laboratório de Análises Clínicas e Toxicológicas (LACT) da Faculdade de Farmácia, 

Odontologia e Enfermagem (FFOE) da Universidade Federal do Ceará (UFC). A pesquisa foi 

realizada com amostras de placa dental de adultos infartados com menos de 50 anos e de 

voluntários sem histórico de doença cardíaca. 

 

4.2 As coletas das amostras de placa dental 

 

O estudo foi realizado com amostras de conveniência (placa dental) coletadas de 31 

adultos com histórico de IAM por doença arterial coronariana do tipo aterosclerótica antes dos 

50 anos de idade (39,6 ± 5,2 anos; 30-49 anos) e que foram acompanhados no Ambulatório de 

Cardiologia do Hospital de Messejana Dr. Calos Alberto Studart Gomes, Fortaleza, Ceará, pela 

médica Rochelle Pinheiro Ribeiro (CRM CE 6654), durante a execução do projeto para análise 

de mutações genéticas da Paraoxonase humana- 1 “Associação de polimorfismos genéticos da 

Paraoxonase 1 (PON1) com síndrome coronariana aguda em pacientes jovens” 

(PROTOCOLO CEP/UFC N° 2.206.472, Ceará, Brasil). Foram coletadas as informações sobre 

comorbidades e aspectos sociodemográficos durante anamnese e busca nos prontuários desses 

pacientes.  

Assim, para uso dessas amostras com as novas análises, o presente estudo foi 

submetido à apreciação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Ceará 

(PROTOCOLO CEP/UFC 29466020.1.0000.5054, Ceará, Brasil-Anexo A) sendo aprovado. A 

pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do 

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) (n° A273C0A-Anexo B). Além disso, com base 

na idade dos pacientes infartados na data da coleta das amostras de placa dental (46,9 ± 6,9; 30-

63 anos), 17 voluntários (45,5 ± 8,9; 28-63 anos), sem histórico de doença cardíaca, com idade 

e sexo pareados aos do grupo de pacientes cardiopatas, integraram o grupo controle.  
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Os perfis glicêmicos e lipídicos séricos de todos os participantes foram 

determinados por métodos enzimáticos colorimétricos, conforme as Diretrizes da Sociedade 

Brasileira de Diabetes e Sociedade Brasileira Cardiologia, cujos parâmetros de normalidade 

utilizados como referência foram: glicose (< 100 mg/dL), colesterol total (< 190 mg/dL), HDL-

c (> 40 mg/dL), LDL-c (< 130 mg/dL) e triglicérides (< 150 mg/dL). 

A avaliação da presença e severidade de lesões de cárie de todos os participantes do 

estudo foi aferida pelo Sistema Internacional de Detecção e Avaliação de Cárie (ICDAS), um 

método de detecção e diagnóstico de lesões de cárie idealizado para ser usado na prática clínica, 

pesquisa e programas em saúde pública. O sistema é baseado em critérios visuais para a 

detecção das lesões em estágio bem inicial determinando também a sua gravidade. Neste estudo, 

o ICDAS foi aplicado pelo cirurgião-dentista João Eudes Teixeira Pinho Filho (CRO CE-7598) 

que foi treinado e calibrado através da utilização de fotos de trabalhos originais, atendimento 

de pacientes e do programa on-line disponibilizado para o índice ICDAS (ISMAIL et al., 2007). 

Os dentes foram examinados primeiramente úmidos e, depois, após secagem com seringa 

tríplice por 5 segundos. No ICDAS, cada dente é dividido em superfícies mesial, distal, 

vestibular, lingual e oclusal e segue a classificação abaixo (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – A classificação da presença e severidade de cárie baseada nos critérios do ICDAS 

Códigos Interpretação 

0 Nenhuma ou sutil alteração na translucidez do esmalte após secagem por 5 

segundos 

1 Opacidade dificilmente visível na superfície úmida, mas notável após secagem 

prolongada 

2 Opacidade visível sem secagem 

3 Cavidade localizada em esmalte opaco ou pigmentado 

4 Sombreamento da dentina subjacente 

5 Cavitação em esmalte opaco ou pigmentado com exposição de dentina subjacente 

envolvendo menos da metade da superfície do dente 

6 Cavitação em esmalte opaco ou pigmentado com exposição da dentina subjacente 

envolvendo mais de metade da superfície dentária 
Fonte: Ismail et al. (2007, com adaptações) 

ICDAS = Sistema Internacional de Detecção e Avaliação de Cárie. 

 

Após a aplicação do ICDAS, amostras de placa dental foram coletadas das 

superfícies de dentes permanentes de todos os participantes do estudo pelo cirurgião-dentista 

João Eudes Teixeira Pinho Filho (CRO CE-7598) com o auxílio de curetas de Gracey (Trinity®, 

São Paulo, SP, Brasil) e armazenadas em solução estabilizadora de RNA (RNAlater™ Ambion 
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Inc., Austin, TX, E.U.A.) em freezer -80° C para posterior realização das análises 

microbiológicas e moleculares. 

 

4.3 A ativação das amostras de placa dental e a obtenção dos isolados bacterianos da placa 

dental 

 

As amostras de placa dental, previamente coletadas e armazenadas em solução 

estabilizadora de RNA (RNAlater™ Ambion Inc., Austin, TX, E.U.A.) em freezer -80° C, 

foram descongeladas, submetidas a aparelho de vórtex (60 segundos) e semeadas por 

esgotamento (50 µL) em placas de ágar Mitis Salivarius (Difco Laboratories, Detroit, MI, 

E.U.A.) contendo 0,2 U/mL de bacitracina (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, E.U.A.), 0,001% 

de solução de telurito de potássio (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, E.U.A.) e 20% de sacarose 

(meio seletivo ágar Mitis Salivarius Bacitracina) (GOLD; JORDAN; HOUTE, 1973). As placas 

do meio de cultivo foram incubadas em estufa bacteriológica (37° C, 5% de CO2 por 48 horas). 

Em seguida, 5-15 isolados compatíveis com a morfologia de S. mutans (colônias de aparência 

rugosa ou lisa, variando entre azul escuro a preto, às vezes firmemente aderidas ao ágar e às 

vezes com uma camada de polissacarídeo brilhante na parte superior ou lateral da colônia) 

(Figura 3), quando disponíveis, foram selecionados e cultivados, isoladamente, em 10 mL de 

Caldo Infusão Cérebro e Coração (BHI) (Acumedia Laboratories, Lansing, MI, E.U.A.) em 37° 

C, 5% de CO2 por 18-24 horas (LAPIRATTANAKUL et al., 2009; NOMURA; OGAYA; 

NAKANO, 2016). 

 

Figura 3 – Os aspectos morfológicos das colônias de S. mutans em ágar Mitis Salivarius 

Bacitracina 

  
Fonte: elaborada pelo autor.  

Aspectos morfológicos da colônia de S. mutans: (A) colônia de aparência rugosa aderida ao ágar; (B) colônia de 

aparência rugosa aderida ao ágar contendo uma gota de polissacarídeo brilhante na parte superior (NIKON D60).  

  

A B 
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Após o crescimento em caldo BHI, as amostras foram armazenadas em caldo BHI 

contendo 20% de glicerol (200 µL da cultura bacteriana adicionados a 200 µL de BHI estéril 

suplementado com 40% de glicerol) e armazenadas em freezer -80 °C para posterior extração 

de DNA.  

 

4.4 A extração de DNA dos isolados bacterianos e das amostras de placa dental 

 

As amostras armazenadas em BHI glicerol (-80° C), 5-15 amostras de cada 

participante do estudo, foram descongelados assepticamente e 100 µL inoculados em 10 mL de 

caldo BHI e cultivadas em 37° C, 5% de CO2 por 18-24 horas. A matriz InstaGene (Bio-Rad 

732-6030; Hercules, CA, E.U.A.) foi utilizada para extração de DNA dos isolados bacterianos 

da placa dental (Figura 4).  

 

Figura 4 – O protocolo para extração de DNA das amostras analisadas 

 
 

Adicionar 50 µL da 

cultura à agua 

ultrapura. 

 
 

Centrifugar e 

remover o 

sobrenadante. 

 
 

Adicionar 200 µL 

da matriz ao pellet e 

incubar em 56° C 

por 30 minutos.  

 
 

Submeter a vórtex e 

incubar em 100° C 

por 8 minutos. 

 
 

Centrifugar e usar 

o sobrenadante 

para PCR. 

 

 
 

Fonte: SHIN (2012, com adaptações).  

 

Em resumo, 50 µL da cultura em caldo BHI foram transferidos para um tubo de 

microcentrífuga de 1,5 mL contendo 1 mL de água ultrapura livre de nucleases (Invitrogen™
 

Life Technologies, Carlsbad, CA, E.U.A), submetido a vórtex e centrifugado em 12.000 rpm 

por 1 minuto (Eppendorf microcentrifuge, Model 5415R, Hamburg, Alemanha). Após a etapa 

de centrifugação, o sobrenadante foi descartado e 200 µL da matriz InstaGene (Bio-Rad 732-

6030; Hercules, CA, E.U.A.) foram adicionados ao precipitado e a amostra incubada em banho 

seco em 56 °C por 15-30 minutos (Loccus Biotecnologia, São Paulo, SP, Brasil). Em seguida, 

a amostra foi submetida a vórtex por 10 segundos e novamente incubada, desta vez, em 100 °C 

por 8 minutos. Finalmente, a amostra foi submetida a vórtex em alta velocidade por 10 segundos, 

centrifugada em 12.000 rpm por 3 minutos (Eppendorf microcentrifuge, Model 5415R, 

Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante, contendo o DNA, transferido para um novo tubo de 
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microcentrífuga estéril resultando em volume de eluição final de 160 µL. A concentração de 

DNA foi determinada por espectrofotometria em 260 nm usando um espectrofotômetro 

microvolume UV-vis (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, Waltham, MA, E.U.A). O DNA foi 

ajustado (20 ng/µL) e armazenado em -20° C para as análises de PCR. 

A matriz InstaGene (Bio-Rad 732-6030; Hercules, CA, E.U.A) também foi 

empregada para extração de DNA das amostras de placa dental utilizando-se 200 µL da amostra 

armazenada em solução estabilizadora de (RNAlater™ Ambion Inc., Austin, TX, E.U.A.) 

conforme protocolo de extração e quantificação detalhados acima.  

 

4.5 As reações em cadeia da polimerase (PCR) 

 

As amostras de DNA da placa dental e dos isolados bacterianos da placa dental, 

obtidas conforme protocolo detalhado acima, foram analisadas para identificação de S. mutans, 

sorotipos e genes de proteínas de ligação ao colágeno (cnm e cbm) pela técnica da PCR. A 

Tabela 3 apresenta a relação dos primers usados nas PCR.  

 

Tabela 3 – A sequência dos primers utilizados nas PCR 

Finalidade Primer Sequência 5’-3’ pb Referência 

S. mutans gtf B-F 5′-ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG-3 517 OHO et al. 2000 

 gtf B-R 5′-CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC-3   

Sorotipo c SC-F 5'- CGGAGTGCTTTTTACAAGTGCTGG -3' 727 SHIBATA et al., 2003 

 SC-R 5'- AACCACGGCCAGCAAACCCTTTAT -3'   

Sorotipo e SE-F 5'- CCTGCTTTTCAAGTACCTTTCGCC -3' 517 SHIBATA et al., 2003 

 SE-R 5'- CTGCTTGCCAAGCCCTACTAGAAA -3'   

Sorotipo f SF-F 5'- CCCACAATTGGCTTCAAGAGGAGA -3' 316 SHIBATA et al., 2003 

 SF-R 5'- TGCGAAACCATAAGCATAGCGAGG -3'   

Sorotipo k CEFK-F 5'- ATTCCCGCCGTTGGACCATTC C -3' 294 NAKANO et al., 2004b 

 K-R 5'- CCAATGTGATTCATCCCATCAC -3'   

cnm cnm-DF 5'- TGGAGGTTCAGGGCAAGTATGTTGGTGATT -3' 579 NOMURA et al., 2012a 

 cnm-DR 5'- GTCTTTTGATCAGGATTGTCAACTTTAGTC -3'   

cbm cbm-EF 5'- AGCTGAAGTTAGTGTTGTAAAACCTGCTTC -3' 393 NOMURA et al., 2012a 

 cbm-ER 5'- TAGGATCATCAACCTTAGTCAAGTACACGA -3'   
Fonte: elaborada pelo autor. PCR: (Reação em Cadeia da Polimerase); S. mutans: Streptococcus mutans; pb: (pair 

bases). 

 

As PCR foram realizadas em termociclador (Bio-Rad 184-5096; sistema CFX96TM 

Touch, Hercules, CA, E.U.A) de acordo com os parâmetros de ciclagem detalhados abaixo: 

  



46 

 

4.5.1 A identificação de S. mutans das amostras de placa dental e isolados bacterianos da 

placa dental 

 

As amostras de DNA da placa dental e dos isolados bacterianos da placa dental 

foram analisadas para identificação de S. mutans pela técnica da PCR convencional. As reações 

foram preparadas em duplicata em um volume total de 50 µL, contendo 45 µL do Platinum® 

PCR SuperMix (Invitrogen™
 Life Technologies, Carlsbad, CA, E.U.A), 100 nM dos primers 

(gtfB-F/gtfB-R) e 2 µL de DNA (~ 20 ng/µL). Os primers gtfB-F/gtfB-R amplificam um 

segmento do gene gtfB que é específico de S. mutans e, por isso, podem ser usados na sua 

identificação (OHO et al., 2000; VILLHAUER; LYNCH; DRAKE, 2017). O DNA de S. mutans 

UA159 foi utilizado como controle positivo da reação (Tabela 4).  

 

Tabela 4 – As cepas padrão utilizadas no presente estudo 

Cepas Sorotipo 
Genes 

(cnm/cbm) 
Descrição Fonte 

 

S. mutans UA159 

 

c 

 

cnm-/cbm- 

 

Placa dentária 

 

University of 

Alabama. 

*S. mutans NN2002 e cnm-/cbm- 
Isolado oral de um 

garoto de 9 anos 

NAKANO et al., 

2004a 

 

*S. mutans OMZ-

175 
f cnm+/cbm- Placa dentária 

B. Guggenheim 

 

*S. mutans YT1 k cnm-/cbm+ 

Isolado oral de um 

garoto saudável de 6 

anos 

NAKANO et al., 

2004a 

 
Fonte: elaborada pelo autor.  

*Cepas doadas pelo Dr. Kazuhiko Nakano (Universidade de Osaka, Japão) (Anexo D). 
 

Água livre de nucleases foi utilizada em substituição ao DNA como controle 

negativo de contaminação. As amostras foram submetidas aos seguintes parâmetros de 

ciclagem: 95º C por 4 minutos (hot start para ativação da Taq polimerase), seguidos de 30 ciclos 

de 95º C por 1 minuto, 55º C por 1 minuto e 72º C por 1 minuto, com uma extensão final a 72º 

C por 10 minutos (VILLHAUER; LYNCH; DRAKE, 2017). Os produtos amplificados na PCR 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão 1 x Tris-borato-EDTA 

(TBE) [0,1 M Tris; 0,09 M ácido bórico; 0,001 M EDTA (pH 8,0)]. Um marcador de peso 

molecular de 100 pb (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, E.U.A) foi aplicado ao gel 

para dimensionar o tamanho dos fragmentos de DNA obtidos. As bandas de DNA foram coradas 
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com SYBR Safe (1:10000 v/v) (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, E.U.A), 

adicionado ao gel na fase de preparação, e visualizadas sob luz ultravioleta (320 nm) no 

transiluminador modelo L-PIX EX (Loccus Biotecnologia, São Paulo, SP, Brasil). 

 

4.5.2 A determinação dos sorotipos de S. mutans das amostras de placa dental e isolados 

bacterianos da placa dental 

 

As amostras de DNA da placa dental e dos isolados bacterianos da placa dental 

positivos para S. mutans foram analisadas para determinação dos sorotipos pela técnica da PCR 

convencional. As reações foram preparadas em duplicata em um volume total de 50 µL, 

contendo 45 µL do Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, 

E.U.A), 100 nM dos primers (SC-F/SC-R; ou SE-F/SE-R; ou SF-F/SF-R; ou CEFK-F/K-R) e 

2 µL de DNA (~20 ng/µL). Amostras de DNA de S. mutans UA159 (sorotipo c), ou NN2002 

(sorotipo e), ou OMZ-175 (sorotipo f) ou YT1 (sorotipo k) foram utilizadas como controles 

positivos da reação (Tabela 2). Água livre de nucleases foi utilizada em substituição ao DNA 

como controle negativo de contaminação. As amostras foram submetidas aos seguintes 

parâmetros de ciclagem: 95º C por 4 minutos (hot start para ativação da Taq polimerase), 

seguidos de 35 ciclos de 95º C por 30 segundos, 60 ºC por 30 segundos e 72º C por 30 segundos, 

com uma extensão final a 72º C por 7 minutos (NAKANO et al., 2004b; MOMENI et al., 2019). 

Os produtos amplificados foram analisados conforme descrito na seção 4.5.1 

 

4.5.3 A identificação dos genes cnm e cbm das amostras de placa dental e isolados 

bacterianos da placa dental 

 

As amostras de DNA da placa dental e dos isolados bacterianos da placa dental 

positivas para S. mutans foram analisadas para identificação dos genes cnm e cbm pela técnica 

da PCR multiplex. As reações foram preparadas em duplicata em um volume total de 50 µL, 

contendo 45 µL do Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, 

E.U.A), 100 nM dos primers (cnm-DF/cnm-DR; e cbm-EF/cbm-ER) e 2 µL de DNA (20 ng/µL). 

Amostras de DNA de S. mutans OMZ-175 (cnm+) e YT1 (cbm+) foram utilizadas como 

controles positivos da reação (Tabela 2). Água livre de nucleases foi utilizada em substituição 

ao DNA como controle negativo de contaminação. As amostras foram submetidas aos seguintes 

parâmetros de ciclagem: 95º C por 4 minutos (hot start para ativação da Taq polimerase), 

seguidos de 35 ciclos de 95º C por 30 segundos, 60º C por 30 segundos e 72º C por 30 segundos, 
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com uma extensão final a 72º C por 7 minutos (NOMURA et al., 2012a; MOMENI et al., 2019). 

Os produtos amplificados foram analisados conforme descrito na seção 4.5.1. 

 

4.6 A análise estatística 

 

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o software 

Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS) versão 20.0 para Windows. Na estatística 

descritiva, foram calculados média, desvio-padrão, valores mínimos e máximos para as 

variáveis quantitativas, além das frequências absoluta e percentual para as variáveis qualitativas. 

Na estatística analítica, utilizou-se o teste Qui-quadrado de Pearson para investigar a associação 

entre variáveis categóricas independentes. A análise de covariância (ANCOVA) foi aplicada 

para investigar o efeito do colesterol sobre a idade no infarto, ajustado pela idade dos pacientes 

infartados na data da coleta das amostras de placa dental. A Regressão Logística Binária foi 

aplicada para predizer se a presença de S. mutans e os níveis de colesterol estão associados à 

ocorrência de infarto. Utilizou-se p < 0,05 como valor de referência para a significância 

estatística. 
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5 RESULTADOS 

 

Um total de 31 pacientes infartados, com média (Média ± DP) de idade no infarto 

de 39,6 ± 5,2 anos (variação 30 - 49 anos) e média de idade na ocasião da coleta da placa dental 

de 46,9 ± 6,9 anos (variação 30 - 63 anos), foram analisados neste estudo. Além desses, 17 

voluntários, sem histórico de doença cardíaca, com média de idade na ocasião da coleta da placa 

dental de 45,5 ± 8,9 anos (variação 28 - 63 anos), com idade e sexo pareados aos do grupo de 

pacientes infartados, foram envolvidos no estudo (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – A caracterização demográfica da população estudada 

 Grupos 

Variáveis Infartado Controle 

Demográficas n = 31  n =17  

*Masculino  22 (71,0%) 11 (64,7%) 

*Feminino  9 (29,0%) 6 (35,3%) 

#Idade na coleta 46,9 ± 6,9 (30-63 anos) 45,5 ± 8,9 (28-63 anos) 

#Idade no infarto 39,6 ± 5,2 (30-49 anos) - 

Fonte: elaborada pelo autor.  

*Dados qualitativos expressos em forma de “n (%)”. #Dados quantitativos expressos em forma de “Média±DP 

(mínima-máxima).” 

 

No grupo dos pacientes infartados, 48,4% (15/31) apresentaram pelo menos um dos 

fatores de risco clássicos para aterosclerose e, consequentemente, para o IAM. No entanto 51,6% 

(16/31) não tinham fatores de risco clássicos para cardiopatias (Tabela 6).  
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Tabela 6 - Os fatores de risco apresentados pelos pacientes infartados 

Variáveis n % 

Amostra total 31 100 

*HAS 2 6,5 

Diabetes 2 6,5 

Dislipidemia 1 3,2 

Tabagismo 6 19,3 

HAS e Tabagismo 1 3,2 

†HFDAC e Tabagismo 1 3,2 

HFDAC e Dislipidemia 2 6,5 

Nenhum 16 51,6 

Fonte: elaborada pelo autor. 

*HAS, hipertensão arterial sistêmica; †HFDAC, história familiar de doença arterial coronariana prematura. 

 

Os pacientes infartados apresentaram as maiores médias (Média ± DP) de dentes 

ausentes (8,3 ± 5,8), de cárie em esmalte (2,5 ± 2,3) e de cárie em dentina (1,1 ± 1,8). O grupo 

controle apresentou a maior média de dentes hígidos (24,8 ± 5,8) (Tabela 7). No geral, 74,2% 

dos infartados tinham cárie em esmalte contra 52,9% do grupo controle e 38,7% dos infartados 

tinham cárie em dentina contra 29,4% do grupo controle (Tabela 7). 

 

Tabela 7 – O perfil de saúde bucal da população estudada pelos critérios do ICDAS 

 Infartados Controles 

Variáveis 

Média de 

número de 

dentes por 

indivíduo 

(n=31) 

Porcentagem de 

indivíduos com 

a condição na 

população 

(n=31) 

Média de 

número de 

dentes por 

indivíduo 

(n=17) 

Porcentagem de 

indivíduos com 

a condição na 

população 

(n=17) 

*Dentes ausentes 
8,3 ± 5,8 

(0 - 29 dentes) 

96,8%  

(30/31) 

5,4 ± 4,5 

(0 - 17 dentes) 

94,1 %  

(16/17) 

Dentes hígidos 

(ICDAS 0) 

20,0 ± 6,4 

(1 - 31 dentes) 

19,4 %  

(6/31) 

24,8 ± 5,8 

(11 - 32 dentes) 

41,2 %  

(7/17) 

Dentes com cárie em 

esmalte (ICDAS 1,2 e 3) 

2,5 ± 2,3 

(0 - 7 dentes) 

74,2%  

(23/31) 

1,2 ± 1,4 

(0 - 4 dentes) 

52,9%  

(9/17) 

Dentes com cárie em 

dentina (ICDAS 4,5 e 6) 

1,1 ± 1,8 

(0 - 6 dentes) 

38,7%  

(12/31) 

0,6 ± 1,4 

(0 - 5 dentes) 

29,4%  

(5/17) 
Fonte: elaborada pelo autor.  

*Os dentes ausentes foram computados sem a especificação da razão da perda. ICDAS = Sistema Internacional de 

Detecção e Avaliação de Cárie.  

 

Os parâmetros glicêmicos e lipídicos séricos dos infartados e controles estão 

apresentados na Tabela 8, nos quais os pacientes infartados apresentaram Média ± DP (34,4 ± 

6,4) para o HDL-c abaixo do desejável.   
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Tabela 8 – Os perfis glicêmicos e lipídicos da população estudada 

Variáreis Infartados Controles 

Parâmetros (mg/dL) Desejável Média ± DP Desejável Média ± DP 

Glicose < 100 101,7 ± 32,2 70 - 99 89,5 ± 8,8 

Colesterol total < 190 160,8 ±52,8 < 190 205,8 ± 34,1 

HDL-c > 40 34,4 ± 6,4 > 40 55,0 ± 12,9 

LDL-c < 130 97,3 ± 48,6 < 130 127,1 ± 28,7 

Triglicérides  < 150 131,7 ± 87,5 < 150 124,8 ± 66,3 
Fonte: elaborada pelo autor.  

HDL-c, colesterol da lipoproteína de alta densidade; LDL-c, colesterol da lipoproteína de baixa densidade. 

 

Neste estudo, 5 amostras (amostras 09, 13, 16, 26 e 31) de placa dental dos pacientes 

infartados testaram positivas para S. mutans (16,1%; 5/31) (Tabela 9). A análise do DNA de 205 

isolados bacterianos (5-15 isolados por indivíduo), obtidos a partir do plaqueamento das 31 

amostras de placa dental dos infartados em meio seletivo, possibilitou a identificação de mais 

2 pacientes (2/26) portadores de S. mutans (amostras 02 e 24), cujas amostras de placa dental 

haviam testadas negativas para S. mutans (Tabela 9) e (Figura 5). No total, 7 dos 31 pacientes 

infartados (22,6%) foram confirmados como portadores de S. mutans pela técnica da PCR 

(Tabela 9).  

 

Tabela 9 – A identificação de S. mutans, sorotipos e genes cnm e cbm das amostras analisadas 

dos pacientes infartados  

 
Identificação de 

S. mutans 
Sorotipos 

 

Genes 

(cnm / cbm) 

 

Código 

das 

amostras 

Placa 

dental 

(n = 31) 

Isolados bacterianos 

(n = 205) 

Placa 

dental 

(n = 7) 

Isolados 

bacterianos 

(n = 30) 

Placa 

dental/ 

Isolados 

bacterianos 

02 Negativo 1 positivo (*1/15) NE e Ausentes 

09 Positivo 5 positivos (*5/5) e e Ausentes 

13 Positivo 2 positivos (*2/15) e e Ausentes 

16 Positivo 11 positivos (*11/15) c c Ausentes 

24 Negativo 1 positivo (*1/15) NE c Ausentes 

26 Positivo 5 positivos (*5/15) c e k c e k Ausentes 

31 Positivo 5 positivos (*5/5) c c Ausentes 
Fonte: elaborada pelo autor.  

NE = não encontrado; *proporção de isolados positivos para S. mutans dentre os isolados analisados de cada 

indivíduo. 
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Figura 5 – Os resultados da PCR dos isolados bacterianos da placa dental dos infartados e 

controles positivos para S. mutans  

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Géis de agarose a 1,5 % contendo fragmentos amplificados do gene gtfB dos isolados da placa dental positivos 

para S. mutans dos grupos: a) infartado (2D-16G); b) infartado (16H-31A); c) infartado (31B-31E) e controle (6A-

6E). A seta à direita indica fragmentos de 517 pb amplificados do gene-alvo. PM= peso molecular (100 pb); C-

NEG= Controle negativo; C-POS= Controle positivo (Sm UA159); pb= pares de bases; Sm= Streptococcus mutans. 

 

Além disso 2 amostras (amostras 06 e 13) de placa dental dos voluntários do grupo 

controle testaram positivas para S. mutans (11,8%; 2/17) (Tabela 10). A análise do DNA de 95 

isolados bacterianos (5-15 isolados por indivíduo), obtidos a partir do plaqueamento das 17 

amostras de placa dental dos voluntários em meio seletivo, possibilitou a identificação de 5 

isolados positivos para S. mutans da amostra 06 (Tabela 10) e (Figura 5). No entanto todos os 

isolados da amostra 13 (n= 15 isolados) testaram negativos para S. mutans (Tabela 10).  
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Tabela 10 – A identificação de S. mutans, sorotipos e genes cnm e cbm das amostras analisadas 

dos voluntários do grupo controle 

 
Identificação de 

S. mutans 
Sorotipos 

 

Genes  

(cnm / cbm) 

 

Código 

das 

amostras 

Placa 

dental 

(n = 17) 

Isolados 

bacterianos 

(n = 95) 

Placa 

dental 

(n = 2) 

Isolados 

bacterianos 

(n = 5) 

Placa dental/ 

Isolados 

bacterianos 

06 Positivo 5 positivos (*5/5) c c Ausentes 

13 Positivo NE (*0/15) c NE Ausentes 
Fonte: elaborada pelo autor. 

NE = não encontrado; *proporção de isolados positivos para S. mutans dentre os isolados analisados de cada 

indivíduo. 

 

A sorotipagem das amostras de placa dental positivas para S. mutans dos pacientes 

infartados revelou a presença do sorotipo c (amostras 16, 26 e 31), sorotipo e (amostras 09 e 

13) e sorotipo k (amostra 26) (Tabela 9). No entanto o sorotipo c foi o único identificado nas 

amostras de placa dental positivas para S. mutans dos voluntários do grupo controle (amostras 

06 e 13) (Tabela 10).  

Além disso a sorotipagem dos isolados bacterianos positivos para S. mutans dos 

infartados (n= 30 isolados) (Tabela 9) e controles (n= 5 isolados) (Tabela 10), obtidos a partir 

do plaqueamento das amostras de placa dental em meio seletivo, identificou a presença dos 

sorotipos c (Figura 6), e (Figura 7) e k (Figura 8) nos portadores de S. mutans. 

 

 

  



54 

 

Figura 6 – Os resultados da PCR dos isolados bacterianos da placa dental dos infartados e 

controles positivos para o sorotipo c  

 
Fonte: elaborada pelo autor.  

Géis de agarose a 1,5 % contendo fragmentos amplificados de S. mutans do sorotipo c dos grupos: a) infartado 

(16A-26A); b) infartado (31A-31E) e controle (6A-6E). A seta à direita indica fragmentos de 727 pb amplificados 

da região do loci rgp (rgpF - ORF12) do sorotipo c. O loci rgp (rgpF - ORF12) é a região responsável pela formação 

da cadeia lateral de glicose do polissacarídeo de ramnose-glicose da parede celular bacteriana. PM= peso molecular 

(100 pb); C-NEG= Controle negativo; C-POS= Controle positivo (Sm UA159); pb= pares de bases; Sm= 

Streptococcus mutans. 
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Figura 7 – Os resultados da PCR dos isolados bacterianos da placa dental dos pacientes 

infartados positivos para sorotipo e  

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Gel de agarose a 1,5 % contendo fragmentos amplificados de S. mutans do sorotipo e do grupo infartado (2D-13F). 

A seta à direita indica fragmentos de 517 pb amplificados da região do loci rgp (rgpF - ORF12) do sorotipo e. O 

loci rgp (rgpF - ORF12) é a região responsável pela formação da cadeia lateral de glicose do polissacarídeo de 

ramnose-glicose da parede celular bacteriana. PM= peso molecular (100 pb); C-NEG= Controle negativo; C-POS= 

Controle positivo (Sm NN2002); pb = pares de bases; Sm= Streptococcus mutans. 
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Figura 8 – Os resultados da PCR dos isolados bacterianos da placa dental do paciente infartado 

positivos para sorotipo k  

 
Fonte: elaborada pelo autor. 

Gel de agarose a 1,5 % contendo fragmentos amplificados de S. mutans do sorotipo k do grupo infartado (26B-

26N). A seta à direita indica fragmentos de 294 pb amplificados do gene-alvo (rgpF). PM= peso molecular (100 

pb); C-NEG= Controle negativo; C-POS= Controle positivo (Sm YT1); pb= pares de bases; Sm= Streptococcus 

mutans. 

 

No geral, o sorotipo c foi identificado em 57,1% (4/7), o e em 42,9% (3/7) e o k em 

14,3% (1/7) das amostras analisadas dos pacientes infartados portadores de S. mutans (Tabela 

9). Além disso o sorotipo c foi detectado em 100% (2/2) das amostras analisadas dos voluntários 

do grupo controle portadores de S. mutans (Tabela 10). Importante, os sorotipos raros (e ou k) 

e múltiplos sorotipos (c e k), comumente associados às doenças cardiovasculares, foram 

identificados em 57,1% (4/7) e 14,3% (1/7) das amostras analisadas dos pacientes infartados 

portadores de S. mutans, respectivamente (Tabela 11). 
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Tabela 11 – Os fatores de risco, parâmetros bioquímicos, sorotipos, genes cnm e cbm e perfil 

de cárie dos pacientes infartados portadores de S. mutans 

  
Parâmetros de normalidade 

(mg/dL) 
 Genes Cárie 

Portadores de 

S. mutans 

Fatores de 

risco 

GL 

(< 100) 

CT 

(< 190) 

HDL-c 

(> 40) 

LDL-c 

(< 130) 

TG 

(< 150) 
Sorotipos cnm/cbm Esmalte Dentina 

02 Diabetes 90 104 29 59 80 e Ausentes Sim Sim 

09 Tabagismo 223 107 37 72 89 e Ausentes Sim Não 

13 Tabagismo 93 365 54 299 59 e Ausentes Não Não 

16 Não 77 138 33 91 68 c Ausentes Sim Não 

24 
Dislipidemia 

e HFDAC 
81 204 37 127 200 c 

Ausentes 
Sim Sim 

26 Não 84 194 37 146 165 c e k Ausentes Sim Não 

31 Dislipidemia 96 158 30 108 84 c Ausentes Sim Não 

Média ± DP - 
106,3 ± 

51,9 

181,4 ± 

89,7 
36,7 ± 

8,3 

128,8 ± 

80,8 

106,4 ± 

53,9 
    

Fonte: elaborada pelo autor.  

GL, glicose; CT, colesterol total; HDL-c, colesterol da lipoproteína de alta densidade; LDL-c, colesterol da 

lipoproteína de baixa densidade; TG, triglicérides; HFDAC, história familiar de doença arterial coronariana 

prematura. 

 

No entanto as reações para identificação dos genes cnm e cbm das amostras de placa 

dental positivas para S. mutans dos infartados (Tabela 9) e controles (Tabela 10) não 

amplificaram bandas de DNA específicas para os genes mencionados. Além disso as reações 

para identificação dos genes cnm e cbm dos isolados da placa dental positivos para S. mutans 

dos infartados (n= 30 isolados) e controles (n= 5 isolados) não amplificaram bandas de DNA 

específicas para os genes de proteínas de ligação ao colágeno (Figura 9). Portanto os genes cnm 

e cbm não foram encontrados nas amostras analisadas. 
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Figura 9 – Os resultados da PCR para detecção dos genes cnm e cbm dos isolados bacterianos 

da placa dental dos infartados e controles positivos para S. mutans 

 
Fonte: elaborada pelo autor.  

Géis de agarose a 1,5 % ilustrando a ausência de amplificação dos genes cnm e cbm dos isolados da placa dental 

positivas para S. mutans dos grupos: a) infartado (2D-16F); b) infartado (16G-26J); c) infartado (26N-31E) e 

controle (6A-6E). PM= Marcador (100 pb); C-NEG= Controle negativo; C-POS= Controle positivo (Sm OMZ175, 

cnm+ - 579 pb; Sm YT1, cbm+- 393 pb); pb= pares de bases; Sm= Streptococcus mutans. 

 

Com o objetivo de correlacionar a presença de S. mutans em amostras de placa 

dental com a cárie dentária na população estudada, foi realizado o teste do qui-quadrado que 

faz a comparação de frequências entre grupos considerando as variáveis categóricas. Assim foi 

possível observar que a presença de S. mutans nas amostras analisadas, independente do 

sorotipo, não foi associada à cárie dentária na população avaliada, independente da condição 

cardíaca (p = 0,885), infartados (p = 0,853) e controles (p = 0,787). Semelhantemente, a 

presença de S. mutans nas amostras analisadas, independente do sorotipo, não foi associada à 

cárie em esmalte (p = 0,536) e dentina (p = 0,256) nos pacientes infartados (Tabela 12).  
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Tabela 12 – A relação da presença de S. mutans (independente do sorotipo) com a cárie dentária 

na população estudada 

 A relação da presença S. mutans (independente do sorotipo)   

Variáveis SIM NÃO TOTAL p† 

 N % N %   

Com cárie na população avaliada (independente da condição cardíaca) 

Sim 7 14,6% 28 58,3% 35 

0,885 

Não 2 4,2% 11 22,9% 13 

Com cárie nos pacientes infartados 

Sim 6 19,4% 19 61,3% 25 

0,853 

Não 1 3,2% 5 16,1% 6 

Com cárie nos voluntários do grupo controle 

Sim 1 5,9% 9 52,9% 10 

0,787 

Não 1 5,9% 6 35,3% 7 

Com cárie em esmalte nos pacientes infartados 

Sim 6 19,4% 17 54,8% 23 

0,536 

Não 1 3,2% 7 22,6% 8 

Com cárie em dentina nos pacientes infartados 

Sim 2 6,5% 10 32,3% 12 

0,256 

Não 5 16,1% 14 45,2% 19 

Fonte: elaborada pelo autor.  
†Qui-quadrado de Pearson. 
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Do mesmo modo, os sorotipos identificados nas amostras analisadas não foram 

associados à cárie em esmalte (p = 0,386) e dentina (p = 0,801) nos pacientes infartados (Tabela 

13). 

 

Tabela 13 – A relação da presença dos sorotipos de S. mutans com a cárie em esmalte e dentina 

nos pacientes infartados 

 A relação da presença dos sorotipos   

Variáveis  c e k TOTAL p† 

 *N % N % N %   

Com cárie em esmalte nos pacientes infartados  

Sim 4 50,0% 2 25,0% 1 12,5% 7 
0,386 

Não 0 0,0% 1 12,5% 0 0,0% 1 

Com cárie em dentina em pacientes infartados  

Sim 1 12,5% 1 12,5% 0 0,0% 2 
0,801 

Não 3 37,5% 2 25,0% 1 12,5% 6 

Fonte: elaborada pelo autor.  
†Qui-quadrado de Pearson. * O N do estudo não permite confiar no teste, pois há grupos com a contagem esperada 

< 5,0). 

 

Além disso com o objetivo de correlacionar os níveis de colesterol com a idade na 

ocasião do infarto, controlado pela idade na ocasião da coleta de placa dental, foi realizada uma 

ANCOVA que avalia a relação entre duas variáveis quantitativas sem o efeito de uma covariável. 

A ANCOVA revelou que há efeito da idade na ocasião da coleta de placa dental (covariável) 

sobre a idade na ocasião do infarto (variável dependente) [F(1,26) = 7,236; p<0,05]. Dessa 

forma, há efeito dos níveis de colesterol sérico (variável independente) sobre a idade na ocasião 

do infarto (variável dependente), após controle para o efeito da idade na ocasião da coleta de 

placa dental (covariável) sendo F(1,26) = 3,403; p<0,05) (Gráfico 1). 
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Gráfico 1 – A ANCOVA do colesterol sérico e idade na ocasião do infarto 

 
VARIÁVEL DEPENDENTE: IDADE DO INFARTO 

Fonte: elaborado pelo autor.  

A ANCOVA foi realizada ajustando as variáveis idade no infarto (variável dependente) e colesterol sérico (variável 

independente) sem a influência da idade na data da coleta da placa dental (covariável). O gráfico indica uma 

relação linear (p< 0,05) entre o colesterol sérico e a idade no infarto quando controlado pela idade na data da coleta 

da placa dental.  

 

Realizou-se, assim, uma regressão logística binária para verificar se a presença de 

S. mutans e os níveis de colesterol são previsores do desenvolvimento de infarto na população 

estudada. A análise de regressão mostrou que a presença de níveis normais de colesterol teve 

efeito significativo sobre os não portadores de S. mutans, com estes apresentando uma 

probabilidade 47,4% menor de infarto (OR = 0,474; IC95% = 0,956-0,992). 

De acordo com a diretriz brasileira de dislipidemias e prevenção da aterosclerose 

(FALUDI et al., 2017), da Sociedade Brasileira de Cardiologia, as dislipidemias podem ser 

classificadas com base na fração lipídica alterada em: hipercolesterolemia isolada- aumento 

isolado do LDL-c (LDL ≥ 160 mg/dL); hipertrigliceridemia isolada- aumento isolado dos 

triglicérides (TG ≥ 150 mg/dL); hiperlipidemia mista- aumento do LDL-c (LDL ≥ 160 mg/dL) 

e dos triglicérides (TG ≥ 150 mg/dL); HDL-c baixo: redução do HDL-c (< 40 mg/dL) isolado 

ou em associação ao aumento de LDL-c ou de triglicérides. Neste estudo, 74,3% dos pacientes 

infartados apresentaram o HDL-c abaixo do desejável. Logo buscou-se analisar se havia 

diferença de frequência dos distúrbios lipídicos entre os infartados e os não infartados. 
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Observou-se, portanto, que os indivíduos com HDL-c baixo têm maior tendência ao infarto, 

enquanto os níveis lipídicos normais protegem contra o infarto, pois x2(4) = 19,992; p= 0,001 

(p< 0,05), com uma associação de 62,5%. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A bactéria S. mutans é amplamente associada à cárie dentária (LOESCHE, 1986; 

PITTS et al., 2017). Embora a sua prevalência e incidência tenham permanecidas estáveis ao 

longo dos últimos anos, a cárie dentária é uma das doenças mais prevalentes e onerosas para o 

sistema de saúde global (IHEOZOR-EJIOFOR et al., 2015; LISTL et al., 2015; KASSEBAUM 

et al., 2017). Além do notável potencial cariogênico, a literatura médica tem reportado a 

presença dessa bactéria em placa dental, valvas cardíacas e placas de ateroma de pacientes 

submetidos a cirurgias cardiovasculares, sugerindo o possível envolvimento de S. mutans na 

etiopatogênese da aterosclerose e, consequentemente, no IAM (KOZAROV et al., 2006; 

NAKANO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014). 

Neste estudo, S. mutans foi identificado em 22,6% (7/31) e 11,8% (2/17) das 

amostras analisadas (placa dental e isolados bacterianos da placa dental) dos infartados e 

controles, respectivamente. Os estudos prévios detectaram a presença de S. mutans em 95,1% 

(39/41) e 100% (13/13) das amostras orais coletadas previamente à realização de cirurgias 

cardiovasculares (NAKANO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014). Por conseguinte, a menor 

prevalência de S. mutans observada neste estudo pode ser atribuída a uma possível melhoria 

das práticas de higiene bucal, uma vez que as amostras de placa dental foram coletadas após a 

ocorrência do IAM e de orientações aos pacientes acerca da potencial associação entre a saúde 

oral e cardiovascular. 

Com base na composição química do polissacarídeo de ramnose-glicose da parede 

celular, específico de cada sorotipo, S. mutans foi classificado em quatro sorotipos clínicos (c, 

e, f e k) (NAKANO; OOSHIMA, 2009). As pesquisas empregando as técnicas de imunodifusão 

e PCR mostraram que o sorotipo c é o mais prevalente (70-80%) na cavidade oral, seguido 

pelos sorotipos e (∼20%), f (<5%) e k (2-5%) (NAKANO; OOSHIMA, 2009; 

LAPIRATTANAKUL et al., 2009). No entanto variações na prevalência dos sorotipos foram 

reportadas entre diferentes populações e amostras pesquisadas (SWEDAN; OBEIDAT; 

SHAKHATREH, 2018; MOMENI et al., 2019; ROSERO et al., 2020). 

Este estudo empregou a técnica da PCR e determinou a prevalência dos sorotipos c 

(57,1%), e (42,9%) e k (14,3%) em amostras (placa dental e isolados bacterianos da placa dental) 

de pacientes infartados portadores de S. mutans, porém o sorotipo f não foi detectado. 

Utilizando essa mesma abordagem, Nakano et al. (2007) demostraram uma prevalência 

semelhante do sorotipo c (59,0%) em placa dental de pacientes cardiopatas. O estudo também 

reportou uma alta prevalência dos sorotipos e e k em placa dental (84,7% e 15,4%) e placas de 
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ateroma (62,5% e 25,1%) de pacientes cardiopatas, ao contrário do sorotipo c que prevaleceu 

em amostras orais de indivíduos saudáveis corroborando com os achados deste estudo 

(NAKANO et al., 2007). Portanto o conhecimento da distribuição dos sorotipos é de relevância 

para saúde, pois os sorotipos menos prevalentes, em particular os sorotipos e e k, predominaram 

em indivíduos afetados por doenças cardíacas (NAKANO et al., 2007; NAKANO; OOSHIMA, 

2009). 

Em relação ao número de sorotipos presentes nas amostras analisadas (placa dental 

e isolados da placa dental) dos pacientes infartados, 85,7% (6/7) dos portadores de S. mutans 

tinham um único sorótipo, enquanto um indíviduo (14,3%; 1/7) abrigava dois sorotipos (c e k). 

Este achado é semelhante aos observados em populações da Jordânia, Estados Unidos e 

Espanha (SWEDAN; OBEIDAT; SHAKHATREH, 2018; MOMENI et al., 2019; ROSERO et 

al., 2020). No entanto diverge da tendência observada no Japão e Tailândia onde predominou a 

detecção simultânea dos sorotipos c e e nas populações estudadas (LAPIRATTANAKUL et al., 

2009). Vale citar que múltiplos sorotipos foram mais frequentes em indivíduos afetados por 

doenças cardíacas ou que foram submetidos a cirurgias cardiovasculares (NAKANO et al., 

2007). 

Em adição quatro isolados obtidos da placa dental de um paciente portador de S. 

mutans (14,3; 1/7) que infartou aos 48 anos, sem comorbidades, foram confirmados como 

pertencentes ao sorotipo k. As cepas do sorotipo k foram isoladas pela primeira vez do sangue 

de indivíduos com bacteremia e caracterizadas por uma redução drástica na quantidade de 

cadeias laterais de glicose do polímero de ramnose da parede celular (FUJIWARA et al., 2001). 

Acredita-se que S. mutans pode acessar a corrente sanguínea via traumas ocasionados por 

procedimentos odontológicos (SEYMOUR et al., 2000). Outra propriedade, por vezes, comum 

ao sorotipo k é a ausência de expressão da proteína ligante de glucano do tipo A (GbpA) que 

resultou em baixos níveis de adesão dependente da sacarose e capacidade de ligação ao glucano 

(LAPIRATTANAKUL et al., 2009; NAKANO et al., 2010). Além disso a ausência de 

expressão do antígeno PA, baixa hidrofobicidade celular e maior resistência à fagocitose pelos 

leucócitos polimorfonucleares são atributos de virulência comuns às cepas do sorotipo k e estão 

associados à virulência sistêmica (NAKANO et al., 2004a; NAKANO et al., 2008b; 

LAPIRATTANAKUL et al., 2009). 

Ademais a significância clínica de S. mutans na doença sistêmica tem sido 

associada à presença de duas proteínas de ligação ao colágeno, Cnm e Cbm, codificadas pelos 

genes cnm e cbm, respectivamente (SATO et al., 2004; NOMURA et al., 2012a). Essas 

proteínas são expressas em maior frequência nos sorotipos menos prevalentes (e, f e k) 
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(NOMURA et al., 2012a; AVILÉS-REYES et al., 2016). Assim estudos mostraram que as cepas 

de S. mutans apresentam maior afinidade de ligação às proteínas da matriz extracelular, como 

o colágeno do tipo I, e maior potencial de colonização da polpa dentária e canais radiculares 

quando expressam as proteínas Cnm e/ou Cbm (SATO et al., 2004; NOMURA et al., 2012a; 

NOMURA; OGAYA; NAKANO, 2016; LIMA et al., 2020). Importante, as cepas Cnm e Cbm 

positivas apresentaram maior potencial de invasão e sobrevivência no citoplasma de células 

endoteliais de artérias coronárias humanas (ABRANCHES et al., 2009; ABRANCHES et al., 

2011; LIMA et al., 2020). Além disso, em modelo animal, autores demostraram que a cepa 

OMZ175 (cnm+) acelerou o aumento da resposta inflamatória e a formação de placa 

aterosclerótica, principal causa do IAM (KESAVALU et al., 2012; THYGESEN et al., 2018). 

Contudo, neste estudo, os genes cnm e cbm não foram encontrados nas amostras analisadas 

(placa dental e isolados bacterianos da placa dental). Futuras pesquisas com amostras de 

diferentes sítios, como de lesões cavitadas, com exposição de tecido dentinário e pulpar, e de 

infecções endodônticas poderão elucidar a distribuição e prevalência desses genes em S. mutans 

no Brasil, uma vez que as cepas que expressam as proteínas Cnm e Cbm têm predileção pelos 

tecidos ricos em colágeno (NOMURA; OGAYA; NAKANO, 2016; LIMA et al., 2020). 

A presença de S. mutans, independente do sorotipo, não foi associada à cárie 

dentária na população estudada. A prevalência de S. mutans nos infartados e controles foi de 

22,6% e 11,8%, respectivamente. A baixa prevalência de S. mutans pode ser atribuída a uma 

possível melhoria das práticas de higiene bucal e ao sítio de coleta das amostras de placa dental. 

Futuras pesquisas, com amostras de placa dental coletadas da superfície de dentes hígidos e de 

lesões de cárie cavitadas, poderão estabelecer uma tendência divergente já que S. mutans é uma 

bactéria associada à doença cárie (LOESCHE, 1986; PITTS et al., 2017). 

De acordo a Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose, o 

HDL-c baixo (< 40 mg/dL), isolado ou em associação ao aumento de LDL-c ou de triglicérides, 

é utilizado na classificação das dislipidemias (FALUDI et al., 2017). Neste estudo, 74,3% dos 

pacientes infartados apresentaram o HDL-c abaixo do desejável de acordo com a classificação 

citada. A análise da frequência dos distúrbios lipídicos na população estudada mostrou que os 

indivíduos com HDL-c baixo têm maior tendência ao infarto, enquanto os níveis lipídicos 

normais protegem contra o infarto, com 62,5% de associação entre as variáveis. Vale ressaltar 

que o HDL-c baixo é um fator de risco para a doença arterial coronariana (LÜSCHER et al., 

2014; FENG et al., 2019). 

A análise de regressão mostrou que os indivíduos com níveis normais de colesterol 

e sem S. mutans apresentaram uma probabilidade 47,4% menor de infarto. Na maioria dos casos, 
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o IAM é precedido da ruptura ou erosão de uma placa coronária aterosclerótica (BOATENG; 

SANBORN, 2013; ANDERSON; MORROW, 2017). Em geral, a destruição do esmalte e da 

dentina, em decorrência de lesões de cárie avançadas, resulta na exposição dos capilares 

sanguíneos da polpa dentária permitindo que bactérias orais (incluindo S. mutans) acessem a 

corrente sanguínea (NAKANO et al., 2006b; MISAKI; FUKUNAGA; NAKANO, 2021). 

Assim estudos apontaram que infecções por bactérias periodontais e cariogênicos estariam 

associadas ao desenvolvimento e progressão da aterosclerose (PUCAR et al., 2007; 

KOZAROV et al., 2006; NAKANO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014). Com isso, autores 

propuseram quatros mecanismos patogênicos básicos envolvendo infecções orais na patogênese 

da aterosclerose: (1) bacteremia e invasão da parede arterial; (2) indução de inflamação 

sistêmica pela produção e liberação de mediadores inflamatórios dos locais da infecção oral na 

corrente sanguínea; (3) resposta imune do hospedeiro a componentes específicos de bactérias 

orais e (4) efeitos pró-aterogênicos de toxinas bacterianas específicas. No entanto futuros 

estudos são necessários para comprovar esses mecanismos (AARABI; HEYDECKE; 

SEEDORF, 2018; MISAKI; FUKUNAGA; NAKANO, 2021; LIU et al., 2020). 

Uma vez que esta pesquisa utilizou um número pequeno de amostras, os autores 

sugerem a realização de futuros estudos em larga escala com amostras de diferentes sítios de 

coleta para investigar a prevalência dos sorotipos e genes de virulência de S. mutans em 

indivíduos saudáveis e diagnosticados com cardiopatias, incluindo crianças. Acredita-se que 

isso resultará em dados mais representativos e facilitará a identificação de possíveis associações 

de sorotipos e genes de virulência a doenças orais e sistêmicas na população brasileira. 

O presente estuda apresenta algumas limitações como uso de uma amostra de 

conveniência com um número amostral pequeno cujas amostras de placa dental foram coletadas 

em tempos variáveis após o evento infarto. Em adição não foram acessadas informações sobre 

padrão alimentar ou de higienização que são fatores fortemente associados à presença de lesões 

de cárie dentária e podem estar associados à presença de S. mutans. No entanto, como o IAM é 

um evento não frequente em pacientes adultos antes dos 50 anos de idade, o recrutamento foi 

dificultado. 
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7 CONCLUSÃO 

 

S. mutans foi identificado em 22,6% e 11,8% das amostras analisadas dos infartados 

e controles, respectivamente.  

Os sorotipos raros e múltiplos sorotipos foram identificados somente nas amostras 

de placa dental dos pacientes infartados. O sorotipo c foi o único identificado nas amostras de 

placa dental dos controles. 

Os genes cnm e cbm não foram encontrados nas amostras analisadas dos infartados 

e controles.  

A relação de S. mutans com cárie dentária não foi significativa na população 

estudada.  

Os níveis séricos normais de colesterol em não portadores de S. mutans foram 

relacionados com uma probabilidade 47,4% menor de infarto.  
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